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Uber die Umwandlung des Harnstoffs beim Reifen 
der Fruchtkérper von Lycoperdon. 


Von 
Nicolaus N. Iwanoff. 
(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der Universitat zu Petersburg.) 


(Eingegangen am 1. September 1922.) 


Im August 1916 hatte ich folgenden Versuch ausgefiihrt: Einige 
frische unverletzte Fruchtkérper des Pilzes Lycoperdon piriforme, an 
welchen keine Spuren einer Differenzierung des Capillitiums zu_be- 
merken waren, wurden in einen Exsikkator iiber Schwefelsiure bei 
Zimmertemperatur gebracht. Schon nach Verlauf von 3 bis 4 Tagen 
erhielt man den Eindruck, daB die Fruchtkérperchen reifen; sie waren 
vertrocknet, schwarz geworden und beim Spalten gaben sie eine Menge 
Sporen ab. Die Wasserentziehung erwies sich als einer der Faktoren, 
welche den Reifungsvorgang beschleunigen. 

Da ich gerade im Besitz groBer Mengen dieser Pilze war, stellte 
ich mir die Aufgabe, die Umwandlung des Harnstoffs und der stickstoff- 
haltigen Substanzen wihrend des Reifens derselben zu verfolgen. 

Recht bald erwiesen die Versuche, daB das Reifen der Pilze auch 
dann stattfindet, wenn man die vom Mycel befreiten Fruchtkérperchen 
wihrend 3 bis 4 Tagen auf Filtrierpapier bei Zimmertemperatur liegen 
1aBt und dann bei 35°C trocknet. 

Versuch 1. Es wurden unreife Fruchtkérper von Lycoperdon piriforme 
gewahlit, sorgfaltig mit Wasser von fremdartigen Beimengungen ge- 
siubert, mit Filtrierpapier abgetrocknet und dann auf zwei Anteile zu 
je 1 kg verteilt. 

Der Anteil A (Kontrolle) wurde zerkleinert und dann schnell getrocknet, 
erst bei 35°, zuletzt bei 105° bis zum konstanten Gewicht. 

Der Anteil B wurde auf Filtrierpapier wihrend 3 Tagen bei Zimmer- 
temperatur liegen gelassen. Die Zellen der Pilze verloren ihren Turgor. 
Das allgemeine Aussehen der Pilze wies auf einen deutlich ausgepriigten 
ReifungsprozeB hin; sie waren schwarz geworden und in ihnen hatte sich 
das Capillitium mit Sporen ausgebildet; danach wurden die Pilze bei 35° 
und dann bei 105° bis zum konstanten Gewicht getrocknet. 

Der Anteil A (unreif) und der Anteil B (reifend) wurden zu feinem 
Pulver verrieben. 

Es ergaben sich zwischen ihnen folgende Unterschiede: 
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N. N, Iwanoff: 


A (unreif). 
1. Aus 1 kg wurden 114g trockne Substanz erhalten. 

2. Gesamtmenge des Stickstoffs 7,12 %. 

3. Graues Pulver. 

. Der Alkoholextrakt ist von etwas gelblicher Farbe. 

. Das Pulver wird vom Wasser benetzt. 

3. Nach Abwaschen mit Alkohol und Quellen im Wasser bildet es 
eine schleimartige Masse, welche sich kaum filtrieren la8t (Viskosin). 


of 


— 


B (reifend). 
. Aus 1kg wurden 95g trockne Substanz erhalten. 
Gesamtmenge des Stickstoffs 8,74 %. 
. Dunkelbraunes Pulver. 
Der Alkoholextrakt ist von dunkler Farbe. 
. Das Pulver wird vom Wasser nicht benetzt. 
. Nach Bearbeitung mit Alkohol bildet es keine schleimartige Masse 
beim Benetzen mit Wasser. 

Beim Reifen der Pilze findet eine Abnahme der Trockensubstanz 
um 19 g (114 bis 95) statt und eine Zunahme des Stickstoffs, dessen Menge 
von 7,12% auf 8,74% gestiegen war. 

Da die Abnahme der Trockensubstanz proportional der Zunahme des 
Stickstoffgehalts ist, so kann man hieraus den SchluB ziehen, daB wihrend 
des Reifens ein energisches Verbrennen der stickstofffreien Substanz statt- 
findet'). 

Um dem Einwand vorzubeugen, daB die Gewichtsabnahme durch 
Einsaugen einiger Mengen Extraktivstoffe ins Filtrierpapier hervor- 
gerufen sein kénnte, habe ich einen zweiten Versuch angestellt. 
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Versuch 2. Zehn groBe unreife Fruchtkérper von Lycoperdon saccatum 
wurden der Lange nach in zwei gleiche Teile zerschnitten; jeder Teil hatte 
ein Rohgewicht von 90 g. 

Anteil A (Kontrolle) wurde gleich in kleine Stiicke geschnitten und 
an einem Fiidchen erst bei 35°, dann bei 105° getrocknet. 

Anteil B: Zehn halbe Fruchtk6rper wurden an ein Fadchen gehingt 
und reiften im Verlauf von 8 Tagen bei Zimmertemperatur; dann wurden 
sie bei 105° bis zum konstanten Gewicht getrocknet. In allen Halften der 
Fruchtkérper hatte sich eine groBe Menge Sporen gebildet. 

Auf 1 kg Rohgewicht wurde erhalten: Trockengewicht Anteil A 114,4 g; 
Anteil B 100,0 g. 

Diese Gewichtsabnahme scheint in der Hauptsache auf Kosten der 
Trehalose vor sich zu gehen. 

Ich erhielt durch Kochen des feinen Pulvers von unreifen Pilzen mit 
Alkohol einen Extrakt, welcher beim Stehen groBe (bis 5 mm) rhombische 
Kristalle ausschied, die die Fehlingsche Fliissigkeit nur nach Hydrolyse 
mit Siure reduzierten. Der Schmelzpunkt der Kristalle, 100°, entspricht 


1) Bemerkenswert ist die Tatsache einer Zunahme der gesamten 
Stickstoffmenge beim Reifen: 1kg unreifer Pilze enthalt insgesamt 
8,1168 g Stickstoff, wihrend in 1 kg reifender Pilze 8,3030 g vorhanden 
sind. Das gleiche Resultat wurde in einer ganzen Reihe von Versuchen 
erhalten; der Grund dieser Erscheinung ist vorliufig noch nicht aufgeklart. 


































Umwandlung des Harnstoffs beim Reifen der Fruchtkérper usw. 3 


der Trehalose (C,,H,.0,;,; + 2H,O). Bis jetzt ist es mir nicht gelungen, 
die Trehalose in derselben Weise aus reifenden Pilzen auszuscheiden. 


Im nichsten Versuch verfolgte ich die Gewichtsveranderungen der 
Trehalose beim Reifen der Pilze. 


Versuch 3. Es wurden zwei Anteile unreifer Fruchtkérper von Lyco- 
perdon piriforme genommen. Das Reifen fand unter denselben Bedingungen 
wie im Versuch 1 statt. Die Anteile wurden gepulvert und von dem un- 
reifen Material 7,166 g (5,75 % Gesamt-N), vom reifenden 6,695 g 
(6,92 % Gesamt-N) entnommen. Beide Anteile wurden im Soxhletschen 
Apparat erst 4 Stunden mit Ather und nach Entfernung desselben zweimal 
mit Alkohol je 12 Stunden extrahiert; nach dem Erkalten schieden die 
Alkoholextrakte groBe rhombische Kristalle aus, deren Menge nach Ab- 
saugen und Trocknen im ersten Falle (unreifes Material) 0,6018 g, im 
zweiten Falle (reifendes Material) 0,0533 g betrug. 

Nach dem Umbkristallisieren wurden reine Kristalle von Trehalose 
erzielt, welche auf Grund des Schmelzpunktes (100°) und des Verhaltens 
zur Fehlingschen Fliissigkeit identifiziert wurde. 

Dieser Versuch zeigt uns den groBen Verbrauch von Trehalose 
beim Reifen. Hierselbst finden wir auch eine Erklaérung dafiir, dab 
die T'rehalose von E. Bourquelot (1891) zuerst nur in qungen Pilzen 
entdeckt worden ist. 

Da ich mir die Verfolgung des Schicksals der stickstoffhaltigen 
Substanzen beim Reifen zur Aufgabe gemacht hatte, so muBbte ich 
zuerst beim Harnstoff verweilen. 

Bamberger und Landsiedl') hatten bei der Untersuchung der Lyco- 
perdonarten zum erstenmal das Vorkommen des Harnstoffs in der Pflanzen- 
welt entdeckt. Anfangs waren sie der Meinung, da} der Harnstoff aus dem 
Harn weidender Tiere in die Piize gelangt war, da die Lycoperdone an solchen 
Stellen gut gedeihen. Da sie aber in den Pilzen keine anderen Elemente 
des Harns und im Boden selbst keinen Harnstoff vorfanden, so folgerten 
sie, da$ der Harnstoff als Stoffwechselprodukt im Pflanzenkérper erscheint. 
Gaze*) gewann Harnstoff nicht nur aus reifen Exemplaren, wie Bamberger 
und Landsiedl, sondern auch aus unreifen Bovisten (Lycoperdon). Bei 
L. cervinum hatte Gaze keine Spuren von Harnstoff erhalten. 

Da der Lycoperdon piriforme, mit dem ich arbeitete, in betreff 
des Harnstoffgehalts von friitheren Autoren nicht untersucht worden 
war, so begann ich damit, seine Anwesenheit nachzuweisen. Ohne 
groBe Miihe gelang es mir, sein Vorkommen sowohl in unreifen als 
auch in reifen Pilzen festzustellen. Er wurde mit Alkohol auf dem 
Wasserbade extrahiert; nach Abdampfen des Alkohols wurde der in 
Wasser lésliche Teil mit Salpetersiiure bearbeitet. Nach mehrtigigem 
Stehen im Exsikkator schied sich eine dunkelfarbene kristallinische 
Masse aus. Die Kristalle wurden auf einer Nutsche abgesaugt, in 


1) M. Bamberger und A. Landsiedl, Monatsh. f. Chem. 24, 218, 1903. 
2) R. Gaze, Arch. d. Pharm. 248, 78, 1905. 
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4 N. N. Iwanoff: 





Wasser gelést und die erhaltene Lésung mit Kohle gekocht. Aus dem 
farblosen Filtrat schieden sich véllig weiBe Blittchen aus. Der Schmelz- 
punkt (139 bis 140,5°) und andere Eigenschaften derselben wiesen auf 
salpetersauren Harnstoff hin. 

Goris und Mascré') fiihrten eine Reihe von Harnstoffbestimmungen 
in Pilzen aus und kamen in einigen Fallen zu sehr interessanten Resultaten. 
So enthielten die reifen Fruchtkérper vom Champignon (Pesalliota cam- 
pestris) bis 4,30° Harnstoff, auf Trockengewicht berechnet, wiihrend in 
den jungen Pilzen dessen Menge bedeutend kleiner war. Als die Autoren 
dieselbe Art des Pilzes — aber kiinstlich in der Umgegend von Paris kulti- 
viert — untersuchten, fanden sie in keinem Falle Harnstoff. Die Autoren 
sind geneigt, diesen Unterschied in der chemischen Zusammensetzung 
ein und derselben Pilzart dadurch zu erklaren, da®8 die Pilze in den beiden 
untersuchten Fallen zu zwei benachbarten morphologischen Rassen gehoéren. 
In weiteren Versuchen fanden Goris und Mascré keinen Harnstoff selbst 
in denjenigen Lycoperdonarten vor, in welchen Bamberger und Landsiedl 
sein Vorkommen konstatiert hatten. ,,Nous ne l’avons pas retrouvée non 
plus dans Lycoperdon Bovista et L. gemmatum FI., ou Bamberger et 
Landsiedl l’avaient signalée.“* Obgleich die Autoren den Harnstoff mit 
einer nicht sehr scharfen Methode bestimmt haben (sie haben ihn als 
Oxalat ausgeschieden), so ist es doch unzweifelhaft, daB in ein und derselben 
Pilzart die Harnstoffmenge variieren und selbst bis auf Null herunter- 
gehen kann. 

Mir schien es daher sehr wichtig, die Umwandlungen des Harn- 
stoffs beim Reifen der vom Mycel befreiten Lycoperdonexemplare unter 
den analogen, oben beschriebenen Verhiltnissen zu verfolgen. Aber 
zur quantitativen Bestimmung des Harnstoffs bediente ich mich der 
Methode von R. Fosse). Alle alteren Bestimmungsmethoden des 
Harnstoffs besaBen keine groBe Empfindlichkeit, wihrend die Fallung 
durch Xanthydrol in 50- bis 70proz. Essigsiiurelésung, nach Fosse, die 
Ausscheidung eines kristallinischen Harnstoffderivats erméglicht, 
welches leicht in reinem Zustande zu erhalten ist und ein hohes Mole- 
kulargewicht (420) hat, wihrend das Molekulargewicht des Harnstoffs 
nur 60 betrigt. 

Die Reaktion verliuft nach der Gleichung: 


C,H 


NH,CONH, +20¢ ° ‘ScHOH 
Co Hy’ 
Co Hy C,H, 
-o¢ * “ScH-NH-co-NH-CH ‘So + 2H,0 
C,H,’ “oc, Hy’ 


Dieses Derivat — Dixanthylharnstoff — laBt sich leicht aus einer mit 
anderen Substanzen verunreinigten Lésung kristallisieren und identifizieren. 
Das Fossesche Verfahren ermdglicht, den Harnstoff in einer Lésung 
1: 1000000 zu bestimmen und 0,0001 g Harnstoff auszukristallisieren. 
Durch Anwendung seines Verfahrens war es Fosse gelungen, die allgemeine 


1) Goris und Mascré, C. r..758, 1082, 1911. 
2) R. Fosse, C. r. 1912 bis 1913; Ann. de l'Institut Pasteur 30, 1, 1916. 
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Verbreitung des Harnstoffs in der Tier- und Pflanzenwelt zu konstatieren, 
obgleich die Mengen desselben oft sehr gering waren; so z. B. erhielt er 
nach einer Behandlung von 100 Flu8krebsen nur 0,0047 g Harnstoff. Die 
Anwesenheit von Harnstoff wurde auch bei vielen als Nahrung dienenden 
Pflanzen, wie Zichorie, Melone, Kiirbis, Blumenkohl, Spinat, Mohrriibe, 
Schnittkohl, Kartoffel und auch bei den Schimmelpilzen Aspergillus niger 
und Penicillium glaucum festgestellt. Die Menge des von ihm entdeckten 
Harnstoffs war auSerst gering; so z. B. wurde der Saft von 10 kg Blittern 
der Gartenzichorie mit Essigsiiure in einer Verdiinnung von 1: 1000 an- 
gesiuert, filtriert, im Vakuum auf dem Wasserbade eingedampft und nach 
Ansauerung mit Essigsiure bis zu 70°, mit einer alkoholischen Xanthydrol- 
losung (1: 10) gefallt; die Menge des so erzielten Niederschlags war sehr 
gering (der Autor gibt das Gewicht nicht an), und nur der Schmelzpunkt f 
261° erméglichte die Feststellung, da8 hier dies Harnstoffderivat vorlag. 

Die Auffindung des Harnstoffs in solehen Mengen erscheint nicht 
besonders auffallend, da vor seiner Entdeckung in Pilzen von Kossel daselbst 
auch die Anwesenheit von Harnsaurederivaten, wie Xanthin, Adenin und 
anderen konstatiert worden ist. Nachdem Bamberger und Landsiedl in den 
Lycoperdonarten Harnstoff in groBen Mengen festgestellt haben und Fesse 
ein auBerst empfindliches Verfahren zur Bestimmung desselben aus- 
gearbeitet hat, so miissen die Pflanzenphysiologen die Bedeutung der 
Harnstoffbildung in den Pilzen klarstellen und das Schicksal desselben 
bei der Bildung des Fruchtkérpers verfolgen. 


Nachdem ich gefunden hatte, da die Lycoperdone nach ihrer 
Entfernung vom Mycel in kurzem Zeitraum (s. Versuch 1) unter grober 
Trockengewichtsabnahme reifen, schien es mir von groBer Wichtigkeit 
zu sein, die Umwandlungen des Harnstoffs wihrend dieses Zeitraums 
zu verfolgen, und besonders wichtig bei den Lycoperdonarten, bei 4 
denen die Harnstoffmenge bis zu 3,5°, des Trockengewichts betrigt. ; 
In einer vorliufigen Mitteilung!) habe ich konstatiert, daB die Mengen : 
des nach Sachse bestimmten Amidstickstoffs bei den auf verschiedenen 
Stufen des Reifens entnommenen Lycoperdonen variiert. So fand ich 
z. B. auf 100 mg Gesamtstickstoff : 
1. bei unreifen Exemplaren . . . . . . 22,5 mg, iM 
2. ,, reifenden _ ets Ck in ae f 
a | ee 
Diese Resultate erzielte ich am Material des Versuchs 1; die Pilze 
wurden gepulvert, dann 3 Stunden mit 10% H,SO, hydrolysiert und 
nach beinahe volliger Neutralisation das Ammoniak im Vakuum nach 
Zugabe von Calciumoxyd bei 40° abdestilliert. 
Eine vergleichende Fallung dieses Materials nach Sfutzer ergab 
auf 100 mg Gesamtstickstoff: 


REE. a 


1. bei unreifen Exemplaren . . . . . . 56,4 mg 
2. ,, reifenden “ Oh. 3. svitera SRR 
ie EN 6 hike ey RRS lela 


1) N. Iwanoff, Journ. de la Société bot. de Russie 2, 129, 1917. 
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Natiirlich besitzen diese Zahlen nur einen vergleichenden Charakter, 
und auf keinen Fall kann hier eine Rede vom absoluten Gehalt an 
Eiweibstickstoff in den erwihnten Anteilen sein. Im nachstehenden 
wurde bei der Harnstoffbestimmung folgendermafen verfahren: eine 
abgewogene Menge des gepulverten und bei 110° bis zum konstanten 
Gewicht getrockneten Pilzes wurde im Soxhletschen Apparat mit Ather 
extrahiert, dann, nach Entfernung des Athers, zweimal je 10 Stunden 
mit Alkohol; nach Entfernung des Alkohols wurde das Material zweimal 
mit Wasser auf dem Wasserbade extrahiert; in den Extrakten wurde 
der Harnstoff durch Fallung mit Xanthydrol in 70proz. Essigsiure 
bestimmt. 

Versuch 4. Das Pulver unreifer Exemplare von Lycoperdon piriforme, 
die aber bereits deutliche Anzeichen beginnender Reifung aufwiesen, wurde 
bei 110° bis zum konstanten Gewicht getrocknet. Der Gesamtstickstoff des- 
selben betrug 8,55 % (0,2600g ergaben 22,23 mg N). Zu dem Versuch wurden 
80 g dieses Pulvers verwendet, deren Stickstoffmenge also 6,84 g ausmachte. 
Der Anteil wurde im Soxhletschen Apparat wihrend 10 Stunden mit Ather, 
24 Stunden mit Alkohol ohne Erwirmen, dann wieder im Soxhlet mit 
Alkohol 20 Stunden und zuletzt 12 Stunden extrahiert. 

Stickstoff wurde extrahiert: 





Extrakt Stickstoff 
ccm mg 
1. Alkoholischer . . . . 90 77,9 
2. ” -... | MO T° COBB} 9064 
3. ” eRe 80 280,0 
4. Wasseriger ..... 310 1182.8 
” Same. appease | 330 3752 | 1558,2 


In einzelnen Proben von 5 und 10 cem wurde die Harnstoffallung mit 
Xanthydrol unter Zugabe von Eisessigsiiure bis zu 70% ausgefiihrt; der 
Niederschlag wurde auf einer Nutsche gesammelt, mit Alkohol gewaschen, 
getrocknet, gewogen, als Dixanthylharnstoff identifiziert und dessen Stick- 
stoffgehalt bestimmt. Die Angaben der einzelnen Proben sind auf den 
ganzen Anteil umgerechnet. 

Die Versuchsresultate sind in der Tabelle zusammengestellt: 





Dixanthyl- Stickstoft Proz. des Harnstoffstickstoffs 





h toffs ; 
niederschlag | Harnstoffs | i bezug auf den 
| me mg 
1. Alkoholischer . . . . 735 48,9 62,8 
2. “A wl 4374 291,3 51,2 
3. 3 Mio eee 113,2 40,4 
4. Wasseriger ..... 6 809 453,5 48,9 
5. penteoar dude gets || 2761 183,2 48,9 
Im ganzen 16369 | 10901 | 
Gesamtstickstoff im Anteil. .......... . . 6,840g 
Stickstoff mit Alkohol und Wasser extrahiert . . . . 2,4846g2 


NN hails PS I eee a ate Be tS MH 
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In 80g sind enthalten 1,319g Harnstoff, berechnet auf Trocken- 
gewicht 1,65 %. 

Versuch 5. Es wurden vollig reife Exemplare von Lycoperdon piriforme 
gewahlt. 80 g¢ wurden in derselben Weise wie im vorigen Versuch behandelt. 

Auffallend war bei den Pilzen dieser Sammlung der verhiltnisma@ig 
geringe Gesamtstickstoffgehalt im Anteil, der im ganzen 6,21% betrug 
(0.5270 g gaben 32,5 mg N; 0,4480g gaben 28,0 mg N). 

Extrahierte Stickstoffmenge: 





we ae | Extrakt N 
auer | 

Std. | ccm mg 
1. Alkoholischer. . . . 20 | 100 1715 317.1 
2. 9 ag 20 160 145,6 | °°" 
l. u. 2. Wasseriger . . . — 480 848 5 | 
3. . vale es 230 | 150,9 | 9994 


In einzelnen Proben zu 5 und 10 ccm wurde die Harnstoffmenge wie 
im Versuch 4 bestimmt, die Angaben auf den ganzen Anteil von 80g 
Trockengewicht und 5,0 g¢ N umgerechnet. 

Die Versuchsresultate sind in der Tabelle zusammengestellt: 





Dixanthyl- mnt Proz. des Harnstoffstickstoffs 


; h toffs s ; 
Extrakte niederschlag | Harnstoffs | it bezug aul den 
mg mg 
1. Alkoholischer . . . . 708 =|) = 47,2 27,4 
2, * i Sete 368 24.5 16,8 
l. u. 2. Wasseriger . . . 708 47,2 5,6 
3. és Sis — _— —_ 
Im ganzen 1789 118,9 — 


Wenn man die Resultate der Versuche 4 und 5 vergleichen will, 
so muB bemerkt werden, daB der gesamte Stickstoffgehalt sehr variierte 
und von der Sammlung der Pilze abhing. Deswegen kann ohne Vor- 
behalt kein Vergleich zwischen diesen beiden Versuchen stattfinden, 
aber als zweifellose Tatsache ergibt sich eine groBe Harnstoffabnahme 
bei reifen Pilzen im Vergleich zu denen, die erst zu reifen beginnen. 


80g unreifer ergaben 1090.1 mg Harnstoffstickstoff 
80 g reifer eS 118,9 mg = 
Noch ein Resultat dieser Versuche mu8 an dieser Stelle angefiihrt 
werden, nimlich die Schwierigkeit der Harnstoffextraktion mit Alkohol ; 
trotz der allgemein gut bekannten Léslichkeit in Alkohol laBt sich 
der Harnstoff aus den Pilzen im Soxhletschen Apparat nur schwer 
extrahieren. Nach einer Extraktionsdauer von 56 Stunden im Versuch 4 
betrug der Auszug nur 453,4mg (auf N berechnet), wihrend nach 
erginzender Extraktion mit Wasser 636,7 mg Harnstoffstickstoff aus- 
geschieden wurden. Hieraus folgt zweifellos, dab der Harnstoff in den 
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Pilzen nicht in freiem Zustande enthalten ist, sondern mit anderen 
Verbindungen in irgend einer chemischen, vermutlich sehr labilen 
Bindung vorliegt, da schon eine zweimalige Behandlung mit heiBem 
Wasser die Lésung dieser Bindung bewirkt. 

In den nachstehenden Versuchen bediente ich mich der Pilze ein 
und derselben Sammlung, um gut vergleichbare Resultate zu erhalten. 


Versuch 6. Zwei Portionen kleiner Fruchtkérper von Lycoperdon 
piriforme ein und desselben Alters, an ein und derselben Stelle gesammelt, 
wurden in zwei Anteile zu je 190g Rohgewicht geteilt. 

Anteil A wurde zerkleinert, schnell ausgetrocknet, erst bei 30°, dann 
bei 110°; beim Pulverisieren waren keine Sporen zu bemerken, die Farbe 
war wei. 

Anteil B (unzerkleinerte Fruchtkérper) wurden 7 Tage lang auf Papier 
der Reifung iiberlassen, dann getrocknet, anfangs bei 30°, zuletzt bei 110; 
die Pilze waren vollig reif geworden; es hatten sich Sporen gebildet; das 
Pulver war dunkelgriin. 

Die gesamte Stickstoffmenge nach Kjeldahl: 

Anteil A 5,75% N (0,4487 g ergaben 25,82 mg N). 
»  B 692% N (0,3956 g = 27,39 mg N). 

Zum Versuch wurde dann Pulver entnommen: 

A (unreife) 7,1660 g mit 412,1 mg Gesamtstickstoffgehalt, 
B (reifend) 6,6950¢ ,, 503,3 mg a 

Um einen bequemeren Vergleich zu erzielen, wurden die erhaltenen 
Resultate auf 503,3 mg-N berechnet, d. h. alle fiir den Anteil A erhaltenen 
Zahlen wurden mit 1,221 multipliziert (503,3: 412,1). 

Die Pulver beider Anteile wurden einer Extraktion im Soalethschen 
Apparat unterworfen. 

1. Mit Ather 4 Stunden, dann nach Entfernung des Athers 

2. mit Alkohol 11 Stunden und von neuem 

3. mit Alkohol 12 Stunden und nach Entfernung des Alkohols dreimal 
mit kechendem Wasser auf dem Wasserbade. 

In einzelnen Proben der Extrakte wurde der gesamte Stickstoffgehalt 
bestimmt. 


Die Menge des gesamten N in Milligrammen: 





Extrakte Anteil A Anteil B 


1. Alkoholischer . . . . 61,6 84,0 
2. #9 peter 19,4 14,0 
1. Wasseriger ..... 51,7 47,7 
Dit Be: 54 Re 17,0 9.3 

Im ganzen 149,7 155,0 


Der Harnstoff wurde in einzelnen Proben der Extrakte, welche mit 
Essigsiure bis auf 70% angesiuert waren, durch Einwirkung einer 10proz. 
alkoholischen Xanthydrollésung gefillt. 
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Die Resultate sind in der Tabelle zusammengestellt: 








A unreife B reifende 
Extrakte Dixanthyl- N des Dixanthyl- N des 
harnstoff Harnstoffs Harnstoff Harnstoffs 
mg mg mg mg 
1. Alkoholischer . . . . 0 0 408.0 27,2 
3: rm ase. 0 | 0 Spuren Spuren 
1. Waésseriger ..... 274.3 | 18,3 _ 182,2 12,1 
y ee cane Spuren | Spuren Spuren Spuren 
Im ganzen 274,3 18,3 5922 39,3 
Der Dixanthylharnstoffniederschlag wurde einer Stickstoffanalyse 
unterzogen. 


0,2000 g ergaben 13,20 mg N, d. h. 6,60°, N; theoretisch 6,66°, N. 

Auffallend ist der geringe Harnstoffgehalt in den Pilzen dieser Samm- 
lung, aber wenn man die Harnstoffmengen der Anteile A und B vergleicht, 
so miissen wir konstatieren, dai die Menge desselben wiihrend des Reifens 
stark zugenommen hat. 

Der Dixanthylharnstoffniederschlag betrug: im Anteil A 274,3 mg, 
im Anteil B 592,2 mg. 

In diesem Falle iiberrascht die Unmédglichkeit, den Harnstoff im 
Anteil A mit Alkohol zu extrahieren und die schwierige Extrahierbarkeit 
im Anteil B. Ein 23stiindiges Extrahieren mit Alkohol im Soalethschen 
Apparat ergab keine Spuren von Harnstoff, wiithrend durch die nach- 
folgende Behandlung mit heiBem Wasser 274,3 mg Dixanthylharnstoff 
gewonnen wurden. Es ist klar, da®B hier der Harnstoff nicht als solcher, 
sondern in labiler Verbindung mit anderen Substanzen vorliegt. Es war 
nétig, die Menge des Amidstickstoffs nach Sachse zu bestimmen, um eine 
Moglichkeit zur Beurteilung der Entstehungsquellen des Harnstoffs zu 
erhalten. 

Die Portionen A und B wurden 3 Stunden mit 10% H,SO, gekocht, 
dann die ganze Masse nahezu neutralisiert und das Ammoniak nach Zu- 
gabe von Calciumoxyd bei 40° und 15mm Druck abdestilliert. 

A: 0,8725g mit 50,17 mg Gesamt-N ergaben 3,27 mg Ammoniak-N 
B: 1,79385g ,, 124,1 mg a < 10,13 mg <> 

Durch Umrechnung auf eine Portion von 503,3 mg N ergibt A 32,8 mg, 
B 41,1 mg Amidstickstoff. 

Somit hatte die Menge des Amidstickstoffs beim Reifen zuge- 
nommen, und trotz der verhaltnismaBbig groBen Menge Amidstickstoff 
in der Portion A, nimlich 32,8 mg, wurden nur 18,3 mg Harnstoff- 
stickstoff daselbst erhalten. Wahrscheinlich geht der Harnstoffbildung 
die irgend einer labilen Stickstoffverbindung voraus, die beim Kochen 
mit 10% H,SO, Ammoniak liefert. 

Im Alkoholextrakt der Portion A wurde kein Harnstoff festgestellt ; 
deswegen wurde in den alkoholischen Extrakten beider Portionen der 
Stickstoff nach Sachse bestimmt; in einzelnen Proben wurde der Alkohol 
durch Destillation entfernt und nach dreistiindigem Kochen mit 10°, 
H,SO, das Ammoniak nach Zugabe von Calciumoxyd bei 40° und 15 mm 
Druck abdestilliert. 
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: Amid«N | Amid-N in dem gesamt. 

N in der Probe in der Probe alk. Extrakte der Portion 
mg mg mg 
Beye ST ree 10,29 1,96 15,5 
ee eee ee 18,66 3,49 18,3 


Im Alkoholextrakt wurde ebenso eine Zunahme der Amidstickstoff- 
menge beim Reifen der Pilze festgestellt. Trotz des Fehlens von Harnstoff 
im Alkoholextrakt der Portion A ist in demselben doch irgend eine labile 
Substanz vorhanden, die bei dem Verfahren von Sachse Stickstoff aus- 
scheidet. 

Versuch 7. Wiederholung des vorigen. Fruchtkérper aus einer neuen 
Sammlung. Portionen A und B zu je 200g Rohgewicht. 

Aus 200 g Trockengewicht (getrocknet bei 110°C) ergab sich: 

A (unreife): 23,23 g mit 3,49% Gesamtstickstoff 
B (reifende): 21,40g¢ ,, 4,19% "a 
Aus 1 kg Rohgewicht wurden erhalten: 
In Portion A 116,4g Trockengewicht. 
%) ” B 107,0 g .” 

Somit ergab sich beim Reifen ein sehr groBer Verbrauch der stick- 
stofffreien Substanz. Auffallend ist der geringe Gehalt an Gesamt- 
stickstoff im Vergleich zu den Angaben anderer Versuche. Darum 
kénnen nur parallele Portionen von ein und derselben Sammlung als 
Material zur Betrachtung der Umwandlung des Harnstoffs beim Reifen 
dienen. 

In diesen Portionen wurde die Menge des Ammoniak- und des Amid- 
stickstoffs bestimmt. Die zu 2g abgewogenen trockenen Pulver jeder 
Portion wurden nach Zugabe von Wasser und Calciumoxyd bei 40° und 
15mm destilliert, in einigen Fillen unmittelbar (Stickstoff der ammo- 
niakalischen Salze), in anderen nach vorhergehendem dreistiindigen Kochen 
mit 10% H,SO, (Amidstickstoff). 

2g Ausgangsmaterial ergaben: 





Ammoniak-N Amid«N 

mg mg 

Ee, Ea ee er te 1,09 5,01 
Sas 1,74 5,23 


Dann wurden die abgewogenen Substanzmengen der Portionen A, 
16,44 g, und B, 13,70 g, mit 574 mg Gesamtstickstoffgehalt der gewoéhn- 
lichen Extraktion im Sovhletschen Apparat mit Ather, zweimal mit Alkohol 
und dreimal mit kochendem Wasser unterzogen. 

Im ganzen ergab sich extrahierter Stickstoff: 





Extrakte Portion A Portion B 

mg mg 

ama 5583s ok} 3 97,5 64,8 
IN sin Se betes huh) sein 57,4 36,6 


Im ganzen 154,9 101,4 
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Die Harnstoffbestimmung ergab folgende Resultate. 
Dixanthylharnstoffniederschlag in den Extrakten: 





A unreife B reifende 

mg mg 

Alkonoheche®. ...ocvese es 0 37,2 
WER ei wis Seeder acs Spuren Spuren 


In der unreifen Portion waren nur Spuren von Harnstoff aufzufinden, 
wahrend in der reifenden wiigbare Mengen vorhanden waren. 

Ich bestimmte auch die Amidstickstoffmenge in den alkoholischen 
Extrakten. 

Die Resultate sind in der Tabelle zusammengestellt. 

Fiir die Portionen A und B mit 57,4 mg Gesamtstickstoffgehalt: 





AmidsN in der Amid-N in dem Harnstoff+N in 


Portion alk. Auszug dem alk. Auszug 
mg mg mg 
Be + OM 41,1 11,8 0 
os hcl 35,8 6,8 2.48 


Trotz der groBen Menge des nach Sachse bestimmbaren Stickstoffs 
fand sich in der Portion der unreifen Pilze kein Harnstoff. Somit 
betriigt die Harnstoffmenge in unreifen Pilzen manchmal Null, manch- 
mal eine bestimmte GréBe, aber stets eine geringere als bei reifenden 
Pilzen, wie aus den Versuchen 6 und 7 zu ersehen ist. Aber bei vollig 
reifen Pilzen sinkt die Harnstoffmenge wieder und verschwindet ganz 
in den Sporen. Diese Tatsachen illustriere ich noch durch zwei Versuche. 


Versuch 8. Vier groBe unreife Fruchtkérper Lycoperdon saccatum 
von einem Gewicht von 160 g wurden der Liinge nach in zwei Halften zer- 
schnitten; so gelangte man zu zwei vollig gleichen Portionen von je 80¢ 
Rohgewicht mit 734,1 mg Gesamtstickstoffgehalt. 

Portion A wurde zerschnitten, schnell getrocknet, erst bei 30°, dann 
bei 110°; das Pulver war von etwas dunkler Farbung, Sporen waren nicht 
zu ermitteln. 

Portion B wurde bis zum volligen Reifen 10 Tage auf Papier liegen 
gelassen, wonach sich eine Menge Sporen gebildet hatte; die Farbe des 
Pulvers war dunkelgriin. 

Es wurde die Menge des gesamten Stickstoffs bestimmt. 

Portion A: 0,3007 g ergaben 28,70 mg N = 9,54%| 9 479. N 

0,2103 g ie 19,78 mg N = 9,40%) “" ©" 
se B: 0,2832 g ergaben 28,35 mg N = 10,01 % | 9.999. N 
0.25472 ,4, 25,38mg N= 9,96%)/ “°° ~™ 
Entnommen wurde vom Pulver der Portion 
A: 6,2873 g mit 595,4 mg N, 
B: 5,5169g ,, 551,6mg N. 

Wie iiblich, wurde mit Ather, Alkohol und Wasser extrahiert; in den 
Extrakten wurde der Gesamt- und der Harnstoffstickstoff bestimmt. 
Zur Bequemlichkeit wurden die Resultate des Versuchs auf den Gesamt- 
stickstoff der Hialften, d. h. auf 734,1 mg umgerechnet. 
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Die Stickstoffmenge der Extrakte in Milligrammen: 








A unreife B reifende 
mg mg 
|. Alkonohecher:.-. oe. 150.9 185,9 
2. me 5 tee waa a 28,3 9,7 
b. WOOO ia ws 53,8 52,2 
; ee Soe ® Dia onc UE, Ue 25,3 11,6 
Im ganzen 258,3 259.4 
Die Harnstoffmenge: 
A unreife | B reifende 
i Harnstoff paemevee Harnstoff 
niederschlag . niederschlag 
mg mg mg mg 
1. Alkoholischer . . . . 6515 | 36,7 932,1 62,1 
2. is eer 346 | £23 | 21,3 1,4 
L. Wyeenerger: se. Spuren | Spuren | Spuren Spuren 
pe Se are Pieters: — _- — -- 
Im ganzen 586,1 39,0 953,4 63,5 


Die Stickstoffmenge des Harnstoffs war von 39,0 mg in den unreifen 
Halften bis auf 63,5 mg in den reifenden Hilften gestiegen. Von Interesse 
war, daB die Sporen in der Portion B sich innerhalb der Halften des Frucht- 
kérpers gebildet hatten, aber an der Schnittfliche fehlten sie vollstandig; das 
Gewebe blieb von auBen wei und bedeckte die Sporen von dunkler Farbe’). 

Noch einen Versuch mit vollstandig reifen Pilzen fiihre ich hier an. 


Versuch 9. Sieben groBe Exemplare vollstindig reifer Fruchtkérper 
von Lycoperdon saccatum wurden getrocknet, in kleinere Stiicke zer- 
schnitten, der Stiel des Pilzes vom oberen Teile, dem Capillitium, getrennt; 
aus dem letzteren wurden die Sporen ausgeschiittelt, das Capillitium und 
der Stiel des Pilzes wurden pulverisiert. 

Es ergab sich im ganzen Trockensubstanz: 


Sporen....... . . 23,42g 
Capillitium....* . . 6,20g 
Bibbs ade nal we SS 

Im ganzen . . 35,22 ¢ 


d. h. das Gewicht der Sporen im Fruchtkérper betriagt 69% des Gesamt- 


gewichts des ganzen Pilzes. 
Eine groBe Portion Sporen von 13,5 g wurde einer Extraktion mit 
Ather, Alkohol und Wasser unter den oben genannten Verhiiltnissen unter- 


1) AuBerdem wurden zu je 0,52 g Ausgangsmaterial beider Anteile 
genommen und der Harnstoff nur mit Wasser extrahiert. 


A B 
Dixanthylharnstoffniederschlag . 42,0 mg 82,0 mg 
Harnstoffstickstoff. ...... 2,8 ,, Se See 
Harnstoff. ... , a eee s | Rey Mie « 


Harnstoff, ber. auf Trocken- 
gewicht (0,52g) ...... %1,156% 2,25 % 
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In allen Extrakten 


zogen. Ebenso wurde mit dem Capillitium verfahren. 

wurde versucht, den Harnstoff nach Fosse zu bestimmen, aber die Resultate ; 

fielen véllig negativ aus, mit Ausnahme des wisserigen Extrakts aus dem } 

Capillitium, in welchem ein geringer Dixanthylniederschlag, etwa gegen 

6 mg, erhalten wurde. i 
“7 


Hieraus folgt, daB die Harnstoffmenge beim Reifen zunimmt (Ver- 
such 8) und in den Sporen verschwindet (Versuch 9). Es erregt die Auf- 
merksamkeit auch die Tatsache, daB in den Sporen die Menge des mit 
Alkohol und Wasser extrahierbaren Stickstoffs in bedeutendem Grade 


abnimmt. So wurde im Versuch 8 aus reifenden Pilzen (einer Portion von 4 

734,1 mg N) extrahiert: ' 
mit Alkohol . . . 195,6mg N oder 26,7°, N ‘ 
lee Fk ae 8,7% N ; 
im ganzen 259,4 mg N oder 35,4% N 


Aus den Sporen im Versuch 9 (Portion von 1000,4 mg N): 


extrahiert mit Alkohol 40,9 mg N oder 4,1% N 
Wasser. . . 10,4mgN _ ,, 10% N 


2 Snape ue soem here 


” . 








im ganzen . 51,3 mg N oder 5,1% N 
Die Abnahme des extrahierbaren Stickstoffs von 35,4 bis auf 5,1°, 4 
weist darauf hin, daB beim Reifen die léslichen Stickstoffprodukte des ie 
Capillitium in Verbindungen iibergehen, welche in Alkohol und Wasser 
unléslich sind und sich in den Sporen ablagern. Zu dieser Erkenntnis kam 
ich schon 19171), als ich die Mengen des extrahierbaren Stickstoffs in 
verschiedenem physiologischen Zustande bestimmte. 
Ich erhielt, auf eine Portion von 100,0 mg umgerechnet, in den Ex- 
trakten Stickstoff in Milligrammen: 
Unreife: Alkoholischer . . . 19,0) 38.1 
Wisseriger ... . 19,1f °’ 
Reifende: Alkoholischer . . . 19,1) 39 | 
mit Sporen: Wisseriger 36r °"" 
Nach Ausschiitteln der Sporen aus dem Fruchtkorper von reifenden ; 
Pilzen ergab sich: ‘i 
Capillitium: Alkoholischer . . . 28,5) 45 ) ) 
Wasseriger . . . . 16,6] : ‘i 
Sporen: Alkoholischer . . . 10,1) j7 1 H 
Wasseriger .... 7,0{ : 


Im gegebenen Falle wurde nach Sachse die Menge des Amidstickstoffs 


bestimmt. 
Wenn man die Menge des gesamten Stickstoffs in der Portion zu 100 


annimmt, so erhalten wir Stickstoff nach Sachse: 


Unreiaies-. ... .. eee TS 
Reifende. ... . . 27,8mg 
0 Sri 


Hieraus sehen wir, daB die Menge der léslichen Stickstoffverbin- 
dungen, des Stickstoffs nach Sachse, wie auch die Menge des Harnstoffs 
in den Sporen stark abnimmt und im letzten Falle bis auf Null sinkt. 


1) N. Iwanoff, 1. ¢. 
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Welche Rolle spielt der Harnstoff in der Pflanze und wie ist seine 
Bildung und Umwandlung beim Reifen der Pilze zu erkliren ? 


In der Literatur finden wir nur liickenhafte Meinungen iiber diesen 
Gegenstand. Bamberger und Landsiedl, Goris und Mascré, Fosse warfen 
die Frage iiber die Harnstoffentstehung in den Pflanzen auf. Die Annahme, 
da seine Anwesenheit mit Resten von tierischen Exkrementen verbunden 
sei, muBte fallen, wenn vom Pflanzenmaterial sorgfiltig alle méglichen 
Verunreinigungen abgewaschen worden waren. Als endgiiltig in dieser Frage 
gelten die Angaben von Fosse, welcher bewies, daB Aspergillus niger und 
Penicillium glaucum, in sterilen Verhialtnissen aufgewachsen, Harnstoff 
bilden, und da®B in den Keimlingen der Erbse mehr Harnstoff enthalten 
ist als in den Samen. Nach diesen Versuchen erscheint der Harnstoff als 
ein physiologisches Produkt der Pflanzenzelle'). Goris und Mascré, welche 
den Harnstoff bei verschiedenen Pilzen vorfanden, konnten die Frage 
noch nicht beantworten, ob sich der Harnstoff wihrend des Prozesses 
einer normalen Ernaihrung oder wihrend des Trocknens bildet. 

Ich fiihre noch einen meiner Versuche an, der eine Antwort auf 
diese Frage geben wird. 

Versuch 10. 200g junge Lycoperdon piriforme wurden der Linge 
nach in zwei Anteile zerschnitten. Anteil A = 100g; die Pilze wurden in 
Stiicke zerschnitten und trockneten auf Filtrierpapier. 

Anteil B = 100g wurde 74% Monate in 150cem Alkohol auf- 
bewahrt. Nach Verlauf dieses Zeitraums wurde die ganze Pilzmasse im 
MOrser zerrieben, auf einer Nutsche abgesaugt und mit Alkohol gewaschen. 

Beide Portionen wurden zerkleinert und dann einer Extraktion mit 
Alkohol im Sozlethschen Apparat und zuletzt mit Wasser unterzogen. 
In den Extrakten wurde die Menge des Gesamtstickstoffs und des Harn- 
stoffs bestimmt. 

Der extrahierte Stickstoff betrug im 





AanderLuft |B in Alkohol 
mg | mg 
1. Alkoholischen Extrakt. . . 112.6 245,9 
2. ‘ . stn 31,2 58,9 
3. Wasserigen > wes 91,6 46,9 
Im ganzen 235,4 351,7 


In einzelnen Proben wurde Harnstoff bestimmt, dessen Menge sich 
in beiden Anteilen als beinahe gleich erwies: 





Aan der Luft } B in Alkohol — 
. l pees: 
“ Dixantbyl- Dixanthyl- 
Extrakte Harnstoff- Harnstoffs 
harnstoff- | “(2 | harnstoff- woe 
Wudenching | stickstoff | eieiunehing stickstoff 
mg mg mg mg 
1, Alkoholische .... 120.0 | 8,0 221,0 14,6 
ee eee 339,6 21,8 138,0 91 
Im ganzen 459.6 29,8 359,0 23,7 


1) Le végétal est, comme l’animal, capable de créer l’urée, Fosse, 
l. ¢., 1916. 
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In der getrockneten und in der in Alkohol konservierten Portion 
erwies sich die Harnstoffmenge ziemlich gleich; die geringe Abnahme 
in der Portion B (alkoholische) kann dadurch erklart werden, daB 
die Urease eine Spaltung des Harnstoffs hervorgerufen hat, da 62 proz. 
Alkohol (bei Annahme eines Wassergehaltes in frischen Pilzen gegen 
90%) natiirlich die Arbeit der Fermente nicht unterbindet, wie aus 
den zahlreichen Arbeiten Bourquelots'!) und seiner Schule hervorgeht. 
Durch Einwirkung spaltender Fermente kann man also die schlechte 
Ubereinstimmung der Mengen des mit Alkohol und Wasser extrahier- 
baren Stickstoffs in beiden Portionen erkliren. Der groBe UberschuB 
von 351,7 mg in der Alkoholportion im Vergleich zu 235,4 mg in der 
Luftportion, ergibt sich nach meinen vorlaufigen Versuchen aus der 
Bildung von Glucosaminderivaten aus Chitin und Pilzschleimmasse 
fdas Viscosin friiherer Autoren’)]. 

Nachdem gezeigt worden ist, daB die Pflanzenzelle imstande ist, 
Harnstoff zu erzeugen, verliert die Erklirung von Fosse, daB der 
Harnstoff aus dem Boden geschépft werden kénne, ,,soit partiellement, 
soit en totalité 4 la terre végétale, oti l’urée éxiste et se forme d’aprés 
nos nombreuses éxpériences‘‘, betriichtlich an Gewicht, obgleich der 
Harnstoff in Anbetracht seiner leichten Léslichkeit und schnellen 
Wanderung durch Membranen ohne vorherigen Zerfall durch die Zellen 
der Wurzel in die Gewebe der Pflanzen geraten kénnte. 

Solcher Ansicht ist Weyland*), welcher zahlreiche mykotrophische 
Pflanzen auf ihren Harnstoffgehalt untersucht hat. In den meisten Fillen 
enthielten die obligaten Mykotrophen und alle vom Autor untersuchten 
Orchideen Harnstoff. Bei den echten Autotrophen fand der Autor meistens 
nur ammoniakalische Salze, aber keinen Harnstoff vor. Dort aber, wo 
derselbe konstatiert wurde (bei einigen Schachthalmen (Equisetum) und 
Farnen auf sumpfigem Boden), erklart der Autor dessen Anwesenheit 
dadurch, da diese Pflanzen den Harnstoff (oder Substanzen, aus welchen 
derselbe abgespalten wird) aus dem Boden aufnehmen. 

Wir lassen die Fille, in denen eine Einwanderung des Harnstoffs in 
die Pflanze von auBen in Frage kommt, beiseite und wenden uns zur Harn- 
stoffbildung in der Pflanze selbst. Literaturangaben auf diesem Gebiete 
fehlen fast giinzlich. Aber iiber die Frage der Harnstoffbildung in der 
Pflanze besitzen wir doch reichliches Material. Schon Pasteur *) hatte gezeigt, 
daB der Zerfall des Harnstoffs bei ammoniakalischer Girung mit der Tatig- 
keit bestimmter Bakterien verbunden ist. Sogar vor Entdeckung des 
Harnstoffs in der Pflanze hatte Semal*®) auf die Anwesenheit von Urease 


1) FE. Bourquelot, Journ. de pharm. et de chim. 1912—1917. 
*) Viscosin spaltet sich nach meinen Untersuchungen, die ich in 
nichster Zeit zu verdffentlichen beabsichtige, in Glucosamin -+- Phosphor- 


siure. 
3) H. Weyland, Jahrb. f. wiss. Bot. 51, 1, 1912. 
4) Pasteur, C. r. 50, 819, 1860. 
5) O. Semal, Ann. d. pharm. 4, 279. 
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in Pilzen hingewiesen. Auf die Untersuchungen von Shibata'), welcher 
die Urease im Mycel des Aspergillus niger vorfand, folgt eine ganze Reihe 
von Arbeiten. Takeuchi*) fand die Urease in dem Samen der Sojabohne 
vor. Kiesel*) und eine Reihe anderer Autoren wiesen auf die groBe Ver- 
breitung der Urease in der Pflanzenwelt hin. Die Autoren beurteilten die 
Tatigkeit der Urease auf Grund der Ammoniakbildung nach Harnstoff- 
zugabe von auBen. Kiesel*), welcher eine groBe Zahl Pflanzenobjekte auf 
ihren Ureasegehalt untersuchte, konnte nur bei sehr wenigen Pflanzen 
(innere Zwiebelschuppen, Wurzel von Beta vulgaris und Daucus Carota, 
alle Organe der Kartoffel und Pelargonium) das Fehlen dieses Ferments 
nachweisen, aber selbst hier kann man den Einwand machen, da®8 eine 
kleine Menge Ammoniak nicht iibergehen konnte, da das Medium Zucker 
enthielt. Die fast allgemeine Verbreitung der Urease in den Pflanzen steht 
nach den Versuchen von Fosse’) vollstandig im Einklang mit dem Vor- 
kommen des Harnstoffs, ja selbst die Mengen des Harnstoffs und des den- 
selben spaltenden Ferments stehen in einem bestimmten Verhiltnis zu- 
einander. Fosse fand in den ruhenden Samen der Erbse nur Spuren von 
Harnstoff (auf 1 kg Samen weniger als 0,01 g), wahrend dessen Menge in 
einmonatlichen Keimlingen bedeutend zunahm (auf 1 kg Keimlinge 0,64 g 
Harnstoff). In den Versuchen Kiesels*) war in ruhenden Samen von Vicia 
sativa die Urease wenig aktiv: von 0,5 g Harnstoff zerfielen nur 0,0116 g; 
aber als zum Versuch zehntigige Samenlappen derselben Pflanze genommen 
wurden, wurde im analogen Falle um 1]lmal mehr (0,130 g) Harnstoff 
zersetzt; dieselben Samenlappen zeigten, nachdem sie die vorratigen Sub- 
stanzen im Verlauf von 28 Tagen verbraucht, wieder eine Abnahme der 
Urease (0,0100 g Harnstoff wurden zersetzt). Charakteristisch ist, daf 
bei diesen Versuchen die Menge der Urease in den Blattern zehnmal mehr 
betragt als in den Wurzeln und 20mal mehr als in den Stengeln. Fosse 
hat das Verzeichnis der Urease enthaltenden Pflanzen bedeutend ver- 
groBert. Er hat festgestellt, daB die gleichzeitige Anwesenheit des Harn- 
stoffs und der Urease von tiefer physiologischer Bedeutung ist. 


Nach Fosse ist der Harnstoff fiir die Ernihrung der Pflanzen 
ebensowenig wie fiir die der Tiere geeignet. ,,L’urée est un produit d’ex- 
crétion des végétaux comme des animaux.’ In diesem Falle besteht 
die Rolle der Urease darin, da® sie einen zur Assimilation unfaihigen 
K6érper in zwei Niahrstoffe — Ammoniak und Kohlensiure — ver- 
wandelt. Wiirde die Urease fehlen, so wiirden die Pflanzen Stickstoff 
in Form von Harnstoff ausscheiden, wie es bei den Tieren der Fall ist. 
Bei Beurteilung der Rolle der Urease hat der Autor einen Umstand 
auBer acht gelassen. Wir wissen, daB das in den Pflanzen weit ver- 
breitete Ferment Arginase eine Spaltung des Arginins in Ornithin und 
Harnstoff hervorruft, wir haben alle Ursache anzunehmen, da in 


1) K. Shibata, Beitr. z. chem. Phys. u. Pathol. 5, 388, 1904. 

*) T. Takeuchi, Jour. Coll. Agric. Tokyo 1, 1, 1909. 

3) A. Kiesel, Zeitschr. f. phys. Chem. 75, 169, 1911; 118, 247—300, 
1922. 

*) A. Kiesel, |. c., p. 247, 1922. 

5) Fosse, |. c., 1916. 
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der lebenden Pflanze dieses Ferment diese Reaktion in umgekehrter 
Richtung ausfiihrt, und daB der Harnstoff bei der Synthese des Arginins 
ganz eintreten kann; dieselbe Rolle kann der Harnstoff in den Pflanzen 
bei der Bildung der Purinbasen spielen. Hier liegen die Griinde, warum 
die Behauptung von Fosse, da ein ganzes Molekiil des Harnstoffs 
ohne vorherigen Zerfall zur Ernihrung nicht ausgenutzt werden kénne, 
nicht angenommen werden kann. Es ist nicht auBer acht zu lassen, 
daB in den meisten Fillen die Menge des in den Pflanzen auftretenden 
Harnstoffs sehr gering ist und vdllig gedeckt wird von der Menge, 
die im Molekiil des Arginins enthalten ist, und da einzig der reiche 
Harnstoffgehalt bei einigen Pilzen (Lycoperdon, Champignon), welcher 
die Bediirfnisse des Arginin- und Purinbasenaufbaues bedeutend iiber- 
trifft, der Fall sein kann, auf welchen die Erwagungen von Fosse 
anwendbar sind. 

Was den Mechanismus des Harnstoffzerfalls in der Pflanze an- 
betrifft, so kann man sich ohne Schwierigkeiten den Verlauf der Reaktion 
in folgendem Sinne darstellen: 

NH,OCOONH, = NH,CONH, + 2 H,0; 
aber der Mechanismus der Harnstoffsynthese aus Ammoniak und 
Kohlensiure ist uns nicht klar. Wir besitzen kein experimentelles 
Material, welches auf die Reversibilitat der oben bezeichneten Reaktion 
hinwiese. 

Die Angaben von Kiesel (1911), welcher zeigte, daB der Harnstoff- 
zerfall durch Urease der Weizenkeime bis zu 91,66 % betragt und diejenigen 
von Marshall‘), daB dieser Zerfall 98% erreicht, wenn man das Ferment 
der Sojabohnensamen nimmt, und da8 die Zerfallsreaktion nie bis zu Ende 
verlauft, sprechen fiir die Méglichkeit einer Umkehrbarkeit des fermen- 
tativen Prozesses. Aber die experimentelle Priifung der synthetischen 
Wirksamkeit der Urease, die von Wakeman und Dakin?) mit der Leber, 
und von Kiesel (1916) mit Pflanzenobjekten unternommen worden 
war, fiihrte zu negativen Resultaten. Da die Auffindung der Bedin- 
gungen, unter denen das Ferment die inverse Reaktion bewirkt, eine sehr 
schwierige Sache ist, die Méglichkeit einer solchen Entdeckung aber nicht 
ausgeschlossen ist, so bleibt diese Frage gegenwiirtig ungelést. 

Wie vollzieht sich die Synthese des Harnstoffs im Tierkérper / 


Die anfainglichen Vermutungen (Dumas et Cahours, 1842), da®B der 
Harnstoff durch Isomerisation des Ammoniumcyanats entstehe, wie bei 
Wohler, fallen fort, da sie keine experimentelle Bestatigung fanden. EH. Abder- 
halden*) bestitigt ebenso bei der Beriihrung der Frage iiber die Harnstoff- 
entstehung im tierischen Organismus: ,,es ist auch nicht gelungen, im 
Organismus Cyansiure aufzufinden“. Nach A. Bechamp*), welchem es 


1) E. Marshall, Journ. biol. chem. 14, 283, 1913; 15, 495, 1913. 
2) A. Wakeman und H. Dakin, Journ. biol. chem. 9, 327, 1911. 
3) BE. Abderhalden, Lehrbuch, 8. 320. 1909. 

4) A. Bechamp, C. r. 48, 548, 1856. 
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gelang, Harnstoff aus EiweiSstoffen durch Oxydation mit Kaliumper- 
manganat zu erhalten und nach Hofmeister), welcher gezeigt hat, daB 
viele stickstoffhaltige und stickstofffreie Substanzen durch Oxydation in 
Gegenwart von Ammoniak Harnstoff liefern, befaBte sich Fosse mit dieser 
Frage. Mit Hilfe seines empfindlichen Verfahrens zur Harnstoffbestimmung 
zeigte er, das viele Kohlehydrate, Glycerin und Formaldehyd als C-Quellen 
fiir die Harnstoffsynthese dienen kénnen, wenn man sie in Gegenwart 
von Ammoniak und Permanganat oxydiert. Diese Reaktion wurde von 
Fosse genau untersucht, im Verlauf derselben wurden intermediiare Sub- 
stanzen aufgefunden, unter welchen Cyansiiure nachgewiesen und aus- 
geschieden wurde *). Der Autor gibt ein genaues Verfahren zur Ausscheidung 
derselben in Form des Silbersalzes an. Die groBe Harnstoffausbeute bei 
Verwendung des Formaldehyds (auf 100 Teile Formaldehyd werden durch 
Erwirmen mit Ammoniumsalzen 140 Teile Harnstoff erzielt), fiihrte den 
Autor zu der Hypothese, da8 bei kiinstlicher Oxydation der Kohlehydrate 
in Gegenwart von Ammoniak diese Substanz ein Vorliiufer des Harnstoffs 
sei. Zwischen dem Formaldehyd, welcher als Assimilationsprodukt er- 
scheint und als Ausgangsmaterial bei der Synthese des Harnstoffs vom 
Autor angenommen wird, und der HCNO, welche derselbe bei kiinst- 
licher Oxydation organischer Substanzen entdeckt hat, soll, nach seiner 
Ansicht, noch eine des 6fteren in Pflanzen nachgewiesene Substanz, die 
Blausiure, HCN, eingeschaltet werden. Der ProzeB der Harnstoffbildung 
durch Oxydation la8t sich also nach Fosse durch folgendes Schema ver- 
sinnbildlichen: 


CH,o + Nis+ 9. non +9, HoNO-+N% cCocH,),. 


Solange keine experimentellen Angaben, welche die Anwesenheit 
der Cyansiure im Organismus belegen, beigebracht werden, kann dieses 
Schema nicht angenommen werden. Was aber die oxydative Bildung 
des Harnstoffs anbetrifft, so kénnen die Erwiigungen von Fosse in 
bezug auf die Analogie der Harnstoffbildung bei seinen Oxydations- 
svnthesen und in lebenden Organismen, durch die Ergebnisse meiner 
Versuche iiber die Harnstoffbildung bei der Reife der Lycoperdonen 
gestiitzt werden. Tatsichlich nimmt beim Reifen der Pilze die Atmung 
sehr stark zu, weiter findet eine bedeutende Erwirmung der Frucht- 
k6rper statt, die Menge der Trockensubstanz — 114 g (Versuch 1) — in 
unreifen Pilzen sinkt beim Reifen bis auf 95g, es ergibt sich eine 
Abnahme von 16,7°% Trockengewicht. Diese Angaben weisen auf 
einen lebhaften OxydationsprozeB beim Reifen hin; parallel damit 
findet eine Anreicherung des Harnstoffs, welcher als Zwischenglied 
im Gang der Synthese komplizierter Stickstoffverbindungen erscheint, 
statt. Wenn dieser ProzeB der Harnstoffsyvnthese in Fruchtkérpern, 
welche sich am Mycel befinden, stattfinden wiirde, also unter Be- 
dingungen, die die Zufiihrung des nétigen Stickstoffs in Form von 


1) F. Hofmeister, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 87, 426, 1896. 
2) R. Fosse, Ann. de l'Institut Pasteur 34, 715, 1920; siehe auch 
E. A. Werner, Dublin, Jour. of med. science 4, 577. 
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Ammoniak erméglichen, so wire der Aufbau des Harnstoffmolekiils 
sehr klar: im Fruchtkérper sind anwesend Ammoniak, Kohlehydrat 
(Trehalose) und ein michtiger Apparat von Oxydationsfermenten; in 
meinen Versuchen fallt der erste dieser Faktoren, das Ammoniak, fort, 
denn dessen Menge ist in den Pilzen aiuBerst gering; die Destillation 
des Ammoniaks aus dem Versuchsmaterial ohne vorheriges Kochen mit 
Saure ergibt auBerst geringe Zahlen; so z. B. wurden im Versuch 7 
aus 2g Material nur 1,09 mg Ammoniakstickstoff erhalten; aber selbst 
hier kann man nicht behaupten, daB dieser Stickstoff aus Ammoniak 
oder Ammoniumsalzen stammt, da in den Pilzen labile Stickstoff- 
verbindungen enthalten sind, die bei der Destillation Ammoniak liefern. 
Es mu® zugegeben werden, da als Material zur Harnstoffsynthese 
gewisse labile Stickstoffverbindungen, welche nach dem Kochen mit 
10proz. Schwefelsiure Ammoniak abspalten (Amidstickstoff nach 
Sachse), dienen kénnen. Die Menge dieses so gebundenen Stickstoffs 
ist ziemlich bedeutend, auch dann, wenn kein Harnstoff vorhanden 
ist (Versuch 7), und seine Menge tibertrifft stets die Quantitit des 
Harnstoffstickstoffs, wie aus dem Versuch 6 zu ersehen ist: 





Amid-N Harnstoffs«N 
mg mg 
PO. 63 oe. RE is 32,8 18,3 
MD i ES i ig iy a 41,1 39,3 


Hier haben wir sowohl eine Zunahme des Amidstickstoffs als auch 
des Harnstoffstickstoffs beim Reifen. Vorliufig kennen wir die Zu- 
sammensetzung dieser Verbindungen, von denen sich bei der Harnstoff- 
bildung Ammoniak abspaltet, nicht, aber wir sehen, das der Harnstoff 
als Zwischenprodukt bei der Synthese stickstoffhaltiger Substanzen 
der Pilzsporen erscheint, da diese kein Carbamid mehr enthalten. 
Soviel wir bis jetzt von der Fermentwirkung im lebenden Koérper 
wissen, kénnen wir in der Harnstoffanhiufung beim Reifen der Pilze 
nicht das Resultat einer unkoordinierten Tatigkeit des Organismus 
erblicken. Wenn der Harnstoff nur ein Zwischenprodukt in einer Reihe 
von chemischen Umwandlungen wiire, so wire seine Menge in den 
Lycoperdonen nicht so groB. In diesem Falle erscheint der Harnstoff 
unzweifelhaft als Stickstoffvorratssubstanz, welche einerseits ganz, 
andererseits nach Spaltung in Ammoniak und Kohlensiure verbraucht 
wird. Boussingault') hat lingst ein allgemeines Bild der Oxydations- 
prozesse bei Pflanzen und Tieren gegeben; er verglich die Amide, den 
Harnstoff und das Asparagin, welche sich einerseits im Tier-, anderer- 
seits im Pflanzenkérper bilden. Dieser Vergleich der Pflanzen- und 


1) Boussingault, C. r. 58, 917, 1864. 





ee eee ae el 


CRE NRT Rec erermee 


a ew SARS 


Pb Sav 


a baie i aH oops 


ZS 


Sait 











20 N,N. Iwanoff: Umwandlung des Harnstoffs beim Reifen usw. 


Tierorganismen kann noch weiter durchgefiihrt werden — der Harnstoff 
erscheint in manchen Fallen als ein vorritiger stickstoffhaltiger Nahr- 
stoff in Pflanzen, wie Asparagin in einigen Fillen und Glutamin in 
anderen. Uns ist unklar, warum verschiedene Pflanzen verschiedene 
Amide (Asparagin, Glutamin, Harnstoff) anhiufen, aber wir wissen, 
daB bei der Synthese der EiweiBstoffe diese Amide ausgenutzt werden, 
indem sie sich teilweise spalten und Ammoniak als Material fiir Amino- 
siuren liefern, teilweise aber auch ohne vorhergehende Zerlegung!) 
zum Aufbau des Arginins, der EiweifSstoffe und der Purinbasen dienen. 

Endgiiltig bin ich zu folgenden SchluBfolgerungen gekommen: 

1. Unreife Exemplare von Lycoperdon gehen bei der Aufbewahrung 
auf Filtrierpapier bei Zimmertemperatur nach einigen Tagen ins Stadium 
der Reife itiber und bilden Sporen. 

2. Wahrend der Reife findet ein groBer Verbrauch stickstofffreier 
Substanz fiir die Atmung statt; unter den dabei verbrauchten Sub- 
stanzen ist vor allem die Trehalose zu nennen. 

3. Bei der Reife der Pilze wird im Zusammenhang mit dem groBen 
Verbrauch von Kohlehydraten eine Anhiufung des Stickstoffs beob- 
achtet, woran der Gehalt von 7,12 °% bis auf 8,74°%, (Versuch 1) steigt. 

4. Die Harnstoffmenge nimmt in den reifenden Pilzen zu und 
verschwindet in den Sporen zur Zeit der vélligen Reife. 

5. Der Harnstoff befindet sich in den Pilzen nicht im freien, Zu- 
stande, da bei mehrstiindigem Ausziehen mit Alkohol im Soxhletschen 
Apparat derselbe entweder gar nicht oder nur teilweise extrahiert 
werden kann. In Anbetracht dessen, da die darauf folgende Behandlung 
mit heiBem Wasser Harnstoff liefert, mu angenommen werden, dab 
derselbe in einer labilen Verbindung vorliegt, die durch Einwirkung 
von Wasser gespalten wird. 

6. Als Material zur Harnstoffbildung dienen einige labile Stickstoff- 
verbindungen, die beim Kochen mit 10proz. Schwefelsiiure Ammoniak 
abspalten. 

7. Der Harnstoff wird beim Reifen der Pilze durch einen lebhaften 
OxydationsprozeB bei groBem Verbrauch von Atmungsmaterial ge- 
bildet. 

8. Der Harnstoff mu8 als stickstoffhaltiger Reservestoff (wie 
Asparagin und Glutamin) angesehen werden, welcher einerseits direkt 
zur Synthese des Arginins und der Purinbasen, andererseits nach 
Spaltung durch die Urease der Pflanzen als Ammoniak zum Aufbau 
der Kérpersubstanzen verwendet werden kann. 


1) Es existieren Literaturangaben, daB Glutamin und Asparagin voll- 
standig in das EiweiBstoffmolekiil treten kénnen. 


























Adsorption yon Eiweibabbauprodukten 
durch die Formelemente des Blutes in vivo und in vitro. 


Von 
B. Sbarsky. 


(Aus dem biochemischen Institut des Kommissariates fiir Volksgesundheit 
in Moskau.) 


(Eingegangen am 9. Oktober 1922.) 


Einleitung. 

Es ist schon langst bekannt, daB die Eiweifstoffe bei ihrem Durch- 
gehen durch den Verdauungskanal durch die Fermente Pepsin, Trypsin 
und Erepsin hydrolytisch bis zu Aminosiiuren gespalten werden. Die 
Frage nach dem Schicksal der letzteren, nachdem sie die Darmwand 
passiert haben, blieb aber lange Zeit unentschieden. 

Eine Reihe von Forschern, wie Schmidt-Miilheim (1), Hofmeister (2), 
Neumeister (3), Kutscher und Seemann (4), Cohnheim (5), Abderhalden (6) u. a., 
suchten nach den-Aminosiuren im Serum der Tiere, die sie mit eiweiBreicher 
Nahrung fiitterten, doch erfolglos. Es tauchte daher eine Reihe von Hypo- 
thesen auf, welche das Nichtauffinden der Aminosiuren im Blute in der 
Weise erklaren wollten, da letztere schon bei ihrem Durchgang durch die 
Darmwand chemischen Umwandlungen unterliegen sollen. Wegen der 
Unzulinglichkeit der zurzeit benutzten Methoden wurden die Unter- 
suchungen tiber diesen Gegenstand nicht weiter verfolgt. Als in jiingerer 
Zeit neue Methoden zur juantitativen Bestimmung der EiweiBabbau- 
produkte (v. Slyke, Folin und Denis, Sérensen) ausgearbeitet wurden, 
nahm das Interesse an diesen Fragen wieder zu, und es erschienen im 
Jahre 1912 einige Arbeiten, welche sich mit dem Schicksal der EiweiBabbau- 
produkte im Tierorganismus beschiftigten. Es sind dies die Arbeiten von 
v. Slyke und Meyer (7), Folin und Denis (8), Costantino (9), Abderhalden (10) 
und Bang (11). All diese Forscher stellten mit Hilfe der neuen Methoden 
fest, dafS Aminosaéuren, wenn auch nur in minimalen Mengen, sich wihrend 
des Verdauungsprozesses im Blute der Tiere auffinden lieBen. Es gelang 
Abderhalden in einer miihevollen Arbeit, die Identitiit dieser Aminosiuren 
mit denjeuigen des Chylus zu beweisen und somit ihren Ursprung fest- 
zustellen. Unter den erwiihnten Arbeiten beansprucht diejenige von 
Costantino besonderes Interesse. Dieser Forscher suchte nach Aminosiiuren 
nicht nur im Serum, sondern auch im Vollblut und dessen Formelementen. 
Er machte dabei die Beobachtung, dai die Menge der Aminosiuren in den 
Formelementen bedeutend hdher als im Serum ist. 
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Im Jahre 1915 wandten Bach und Sharsky (12) zur Bestimmung 
der KiweiBabbauprodukte im Serum von immunisierten Pferden eine 
neue, von A. Bach ausgearbeitete Methode an. Diese weiter unten 
niher zu beschreibende Methode ermdglichte es, das allmihliche Ver- 
schwinden der EiweiSabbauprodukte im Serum von mit Diphtherie- 
toxin immunisierten Pferden quantitativ zu verfolgen. 

Es war nun von grobem Interesse, mit Hilfe dieser Methode die 
Frage nach dem Schicksal der Eiweifiabbauprodukte im Blute der 
Tiere nach intravenéser Einfithrung zu erértern. 

Auf Veranlassung des Herrn A. Bach stellte ich in dieser Richtung 
Untersuchungen an, iiber die im nachstehenden berichtet werden soll. 


Il. Methodik. 

Die von mir angewandte Methode beruht auf der von A. Bach 
festgesteliten Eigenschaft des reduzierenden Ferments der Milch, in 
Gegenwart von EiweiBabbauprodukten Nitrate zu Nitriten zu redu- 
zieren. 

Es ist schon lange bekannt, da Gewebe die Eigenschaft besitzen, 
Farbstoffe zu Leukobasen, Nitrate zu Nitriten usw. zu reduzieren. 
Diese Eigenschaft wird von vielen Forschern der Wirkung eines be- 
sonderen Ferments — der Reduktase — zugeschrieben. Indem sich 
Bach die Aufgabe stellte, die Reduktionsprozesse im Organismus naher 
zu untersuchen, wandte er sich vor allem dem Studium des von Schar- 
dinger in der Milch entdeckten Ferments zu. Schardinger fand, dab 
frische Milch die Eigenschaft besitzt, in Anwesenheit von Formaldehyd 
Methylenblau zu entfairben, wihrend gekochter Milch diese Eigenschaft 
fehlt. In Abwesenheit von Formaldehyd wird Methylenblau durch 
frische Milch nicht entfairbt. Bach (13) fand nun, daf frische Milch 
nicht nur auf Farbstoffe, sondern auch auf Nitrate unter Mitwirkung 
von Aldehyden reduzierend wirkt. Es stellte sich somit eine voll- 
stiindige Ahnlichkeit zwischen der reduzierenden Wirkung der Gewebe 
und jener der Milch in Anwesenheit von Aldehyden heraus. Es schien 
daher natiirlich, diese beiden Reihen von Erscheinungen in Verbindung 
zu bringen. Mit Hilfe der von ihm zur Bestimmung des Ferments 
der Milch ausgearbeiteten quantitativen Methode gelang es Bach (14), 
festzustellen, daB die reduzierenden Eigenschaften der Gewebe durch 
die gemeinsame Wirkung zweier Faktoren, eines Ferments und eines 
Koferments, bedingt sind; fiir sich allein wirkt weder das Ferment 
noch das Koferment reduzierend. Das Ferment der Gewebe erwies 
sich als mit demjenigen der Milch identisch. Das Ferment belegte 
Bach mit dem Namen Perhydridase. Das Koferment, welches sich 
den Geweben durch kochendes Wasser entziehen lé$t und in seiner 
Wirkung durch Aldehyde ersetzt werden kann, erwies sich als ein 
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Gemisch von Abbauprodukten, welche sich bei der fermentativen 
Hydrolyse der EiweiBstoffe bilden. Bach (15) gewann die Perhydridase 
aus der Leber und bewies durch quantitative Versuche, daB sie in 
Anwesenheit von Aldehyden auf Farbstoffe und Nitrate genau wie 
die Perhydridase der Milch reduzierend wirkt. Andererseits wirkt 
die Perhydridase der Milch in Anwesenheit von gekochten Gewebs- 
extrakten wie die Reduktase der Gewebe. 

Es blieb nun noch festzustellen, welcher Zusammenhang zwischen 
beiden Kofermenten der Perhydridase — den Aldehyden und den 
KiweiBabbauprodukten — besteht. Es stellte sich heraus, daB die 
Aminosiiuren nach der von Strecker im Jahre 1863 entdeckten Reaktion 
leicht Aldehyde bilden. 

Wenn nun die Perhydridase der Milch fiir sich allein Nitrate nicht 
reduziert, es aber in Anwesenheit von EiweiBabbauprodukten tut, so 
entsteht die Frage, ob man nicht diese Eigenschaft zur quantitativen 
Bestimmung der Abbauprodukte anwenden kénne. Diese Frage ist 
von Bach bejahend beantwortet worden. Er arbeitete eine neue Methode 
aus und wandte sie zuerst zur Bestimmung der EiweiSabbauprodukte 
im Harn an (16). Von Bach und Sbarsky (i2) wurde die Methode zur 
Bestimmung der EKiweiBabbauprodukte im Blute und Serum benutzt. 

In den Versuchen, die ich zur Erérterung des Schicksals der intra- 
venés eingefiihrten EiweiBabbauprodukte angestellt habe, wurde die 
quantitative Bestimmung dieser Produkte in folgender Weise aus- 
gefiihrt. 

Statt der Perhydridase, deren Isolierung bisher miBlungen ist, 
nimmt man frische, ungekochte Kuhmilch, am besten von ein und 
derselben Kuh; zufallig von dem Markte bezogene Milch ist jedenfalls 
wegen der Verfilschungen zu vermeiden. Es geniigt etwa 1 cem Milch 
auf 1 cem der auf Abbauprodukte zu untersuchenden Flissigkeit. Da 
die Wirkung des Ferments durch Siiure gehemmt wird, so hat man die 
zu untersuchende Fliissigkeit zu neutralisieren. Selbstverstindlich 
mup die zu untersuchende Fliissigkeit frei von Aldehyden sein, denn, 
wie schon bemerkt, ersetzen sich gegenseitig Aldehyde und Eiweib- 
abbauprodukte als Koferment. Die Reaktion ist auBerst empfindlich, 
so daB man gewohnlich mit 1/,cem Serum bzw. mit 1 cem Harn aus- 
kommen kann. Der Probe fiigt man Natriumnitrat in Substanz oder 
gelist im Betrage von 4 bis 5°, der Gesamtfliissigkeit hinzu und labt 
das Gemisch eine halbe Stunde bei 60° im Thermostaten stehen. Un- 
erliBliche Kontrollproben: 1. Gekochte Milch und die zu untersuchende 
Flissigkeit ohne Nitratzusatz (Probe auf Anwesenheit von Nitriten in 
der Fliissigkeit oder in der Milch); 2. Die zu untersuchende Fliissigkeit 
und Nitrat ohne Milchzusatz (Probe auf Anwesenheit von Perhydridase) ; 
3. Milch und Nitrat ohne die zu untersuchende Fliissigkeit (Probe auf 
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KiweiBabbauprodukte in der Milch). Mit dem Jlosvay-Lungeschen 
Reagens diirfen alle diese Kontrollproben keine Farbenreaktion auf 
Nitrite geben. Sollte doch eine schwache Firbung entstehen, so wird 
die entsprechende Nitritmenge bestimmt und in Abzug gebracht. 
Gibt die dritte Probe ein positives Resultat, so ist die Milch unbrauchbar. 
Nach halbstiindigem Stehen im Thermostaten bei 60° fiigt man allen 
Proben gleiche Mengen des Ilosvay-Lungeschen Reagens zu. Kine mehr 
oder weniger intensive Rosafirbung weist auf die Anwesenheit von 
KiweiBabbauprodukten in der zu untersuchenden Fliissigkeit hin. 
Sollte fiir die zu untersuchende Fliissigkeit eine so hohe Temperatur 
unpassend sein, so kann man ratiirlich auch bei 37° arbeiten, nur mub 
man dann die Reaktionsdauer auf etwa 1 bis 1144 Stunden ausdehnen. 

Dies ist die qualitative Probe. 

Zur quantitativen Bestimmung versetzt man die aus dem Thermo- 
staten herausgenommenen Proben mit einer bestimmten Menge ge- 
sittigter und klarer Lésung von basischem Bleiacetat, die Mischung 
wird durchgeschiittelt und durch ein trockenes Filter filtriert. Das 
Filterpapier ist mit dem Jlosvay-Lunge-Reagens auf Nitrite zu priifen. 
Zu einem aliquoten Teil des vollkommen klaren und farblosen Filtrats 
wird nun das Ilosvay-Lwnge-Reagens gegeben und die entstandene 
Farbung wird mit der Firbung, welche eine bestimmte Menge einer 
titrierten Nitritl6sung mit demselben Reagens gibt, verglichen. Man 
kann natiirlich dabei Kolorimeter benutzen; wir wenden gewoéhnlich 
graduierte Reagenzgliiser an, welche mit Glasst6épseln versehen sind 
(sogenannte Jken-Reagenzgliser), und erhalten dabei ganz vergleichbare 
Resultate. Die Resultate werden in Milligrammen N,O, auf ein be- 
stimmtes Volumen oder Gewicht des zu untersuchenden Stoffes bezogen. 


Ill. Schicksal der intravenés eingefiihrten Eiwei8abbauprodukte. 

Wie wir aus der betreffenden Literatur entnehmen, verschwindet 
das parenteral eingefiihrte Pepton (Schmidt-Miilheim) und einzelne 
Aminosiiuren, wie Alanin z. B. (Folin und Denis), sehr schnell aus der 
Blutbahn: schon einige Sekunden nach der Injektion ist die eingefiihrte 
Aminosiure im Blutserum nicht mehr zu entdecken. 

Ich stellte mir die Aufgabe, das Schicksal der dem Kaninchen 
intravenés eingefiihrten EiweiBabbauprodukte zu ermitteln, indem ich 
nicht isolierte Aminosduren, sondern das Gemisch von Eiweibabbau- 
produkten, wie man es beim fermentativen Abbau des Proteinstoffs 
erhilt, einspritzte. In die Ohrvene des Kaninchens wurde Erepton, 
das Produkt der tiefen Fleischhydrolvse, in verschiedenen Konzen- 
trationen eingefiihrt, und bald darauf wurde eine Blutprobe entnommen 
und das Serum auf seinen Gehalt an Erepton nach der oben angegebenen 
Methode untersucht. Selbstverstiindlich war zunichst erforderlich, 











en 
uf 








Adsorption von EiweiBabbauprodukten usw. 25 
die Aktivitét des Ereptons als Koferment der Perhydridase durch 
Bestimmung der Nitritmenge, welche man bei der Reduktion des Nitrats 
durch die Kinwirkung des Systems Perhydridase +4- Erepton gewinnt, 
zu ermitteln. Kine Mischung von 2 cem Milch und 1 cem einer 1 proz. 
Ereptonlésung und 3cem einer 25proz. Natriumnitratlésung wurde 
also eine halbe Stunde im Thermostaten bei 60° stehen gelassen, dann 
mit 5ccm einer gesattigten basischen Bleiacetatlésung versetzt, filtriert, 
und in 5cem des Filtrats wurde die Menge des entstehenden Nitrits 
mit dem Ilosvay-Lungeschen Reagens bestimmt. 

Die Versuche ergaben, daB eine 1 proz. Ereptonlésung im Mittel 
0,008 mg N,O, pro Kubikzentimeter gibt, wihrend nach Lunge es 
noch méglich ist, 0.001 mg N,O, in einem Liter Wasser zu bestimmen. 
Indem ich dem Kaninchen eine bestimmte Ereptonmenge intravendés 
einfiihrte, konnte ich dessen Konzentraticn im Blute annahernd be- 
rechnen. Nach der Differenz zwischen der berechneten und der ge- 
fundenen Nitritmenge konnte ich auf die Menge des aus dem Serum 
verschwundenen Ereptons schliefSen. 

Vor jeder Einspritzung wurden einige Kubikzentimeter Blut aus 
der Ohrvene genommen und dessen Serum auf Eiweibabbauprodukte 
untersucht. Jn keinem einzigen Falle fand eine Reduktion des Nitrats 
statt, womit wiederum die zuerst von Bach, dann von Bach und Sharsky 
festgestellte Tatsache, daB im Serum normaler Tiere sich keine oder 
nur minimale Spuren von EiweiBabbauprodukten befinden, bestitigt 
wurde. 

Sogleich nach der Injektion wurde wiederum aus der Ohrvene 
Blut entnommen und das Serum auf Erepton untersucht. 

Sechs Kaninchen wurden in dieser Weise mit 1 bis 3,5 g Erepton 
behandelt. Im Serum der Tiere diirfte man dementsprechend Erepton- 
mengen erwarten, welche 0,0084 mg N,O, pro 1 cem liefern sollten. 
Ich konnte aber nicht einmal Spuren von EiweiBabbauprodukten nach- 
weisen. 

Wie bereits erwiihnt, hat Costantino in den roten Blutkérperchen 
wahrend des Verdauungsprozesses cine gréBere Menge von Amino- 
sauren als im Serum gefunden. Ich wiederholte daher die soeben be- 
schriebenen Versuche, aber statt Serum wurde das Vollblut (Oxalatblut) 
zur Bestimmung des Ereptons benutzt. Hierbei war es erforderlich, 
die Methode einigermaBen abzuiindern. Es zeigte sich nimlich, dab 
das Filtrat nach dem Hinzufiigen von basischem Bleiacetat eine Rosa- 
oder Braunfirbung annimmt, was die kolorimetrische Bestimmung 
stért. Diesem Ubelstand kann man vorbeugen, indem man dem Filtrat 
0,5cem einer gesiittigten alkoholischen Chlorzinklésung zugibt und 
filtriert. Das so gewonnene Filtrat ist stets farblos. Durch besondere 
Versuche wurde festgestellt, da der Zusatz von Chlorzink keinen 
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KinfluB auf den Nachweis des Nitrits ausiibt. Die Versuche mit Voll- 
blut ergaben ahnliche Resultate wie die Versuche mit Serum, d. h. es 
gelang nicht, in der Bluthahn nach der Injektion Eiweifabbauprodukte 
zu finden. Nur in Fallen, wo eine Himolyse stattgefunden hatte, konnten 
geringe Mengen von Abbauprodukten nachgewiesen werden. 

Ahnliche Versuche wurden weiter mit Diphtherietoxin angestellt. 
Letzteres enthalt bekanntlich betrichtliche Mengen von EiweiBabbau- 
produkten, welche sich bei der Lebensbetitigung der Diphtherie- 
bazillen auf Peptonbouillon bilden. Das Toxin, welches mir zur Ver- 
fiigung stand (Letaldosis 0,0205), zeigte eine sehr deutliche Reaktion 
auf KiweiRabbauprodukte: 0,01 cem ergab 0,004 mg N,O,. Das Toxin 
wurde den Kaninchen in die Ohrvene eingespritzt. Zur Schonung 
der Versuchstiere wurde bei héheren Dosen das Toxin durch Erhitzen 
zum Kochen inaktiviert. Die Reaktion auf Eiweibabbauprodukte 
wird nicht dadurch beeintrichtigt. 

Neun Kaninchen erhielten von 5 bis 35cem Diphtherietoxin. 
Man hitte hierbei pro Kubikzentimeter Serum von 0,0103 bis 0,1065 mg 
N,O, erhalten sollen. ‘Tatsaichlich wurden aber nur bei zwei Tieren 
Spuren von Abbauprodukten im Serum aufgefunden. Die tbrigen 
gaben wiederum nicht die mindeste Reaktion auf Nitrite bzw. Eiweib- 
abbauprodukte. 

Das Verschwinden groBer Mengen von EiweiBabbauprodukten aus 
der Blutbahn konnte in erster Linie durch die Annahme erklirt werden, 
daB dieselben sofort nach ihrem Eintritt von den Zellen der Organe 
dem Blute entzogen werden. Auch wurde in dieser Weise von Folin 
und Denis das Verschwinden des bei ihren Versuchen parenteral ein- 
gefiihrten Alanins erkliirt. 

Das Verschwinden der Toxine aus der Blutbahn von emptindlichen 
Tieren erklirte Lhrlich durch dieselbe Annahme, welche zur <Auf- 
stellung der sehr komplizierten Seitenkettentheorie Veranlassung gab. 
Um diese Annahme auch in unserem Falle einer Priifung zu unter- 
ziehen, war es nétig, die Versuche unter Ausschlu8 der Organe, 4d. h. in 
vitro auszufiihren. 

Sind die Organgewebe fiir das Verschwinden der Kiweibabbau- 
produkte verantwortlich, so diirfte beim Vermischen von Erepton- 
oder Toxinlésungen mit Blut keine Abnahme des Gehalts an nicht 
gebundenen EiweiBabbauprodukten stattfinden. 

Die Versuche wurden mit Serum und Vollblut (Oxalatblut) in 
folgender Weise angestellt. 

Serum und Toxin wurden in bestimmten, in nachstehender Tabelle I 
angegebenen Verhiltnissen vermischt und im Brutschrank 15 Minuten 
bei 37° stehen gelassen. Zu jedem Gemisch wurden dann Natrium- 
nitrat und frische Milch gegeben und die Proben wurden weiter im 
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Brutschrank 30 Minuten bei 50° aufbewahrt, worauf die Bestimmung 
der Nitrite erfolgte in der oben angegebenen Weise. In den Kontroll- 
versuchen wurde das Serum durch die gleiche Menge physiologischer 
Kochsalzlésung ersetzt. 





Tabelle I. 

Nr Serummenge Tox.nmenge Milligramm N20; 

we com com Hauptversuch Kontrollversuch 
1 1,0 0,5 0,0170 0,0125 
2 15 0.5 0,0190 0.0125 
3 20 05 0,0220 0.0125 
+ 2,5 0.5 0,0230 0,0125 
5 3,0 05 0,0220 0,0125 
6 1,0 1,0 0,0380 0.0350 
7 1,5 1,0 0,0390 0,0350 
8 2.0 1,0 0,0400 0,0350 
9 2,5 1,0 0,0480 0,0350 

10 3,0 1,0 0,0495 0,0350 


Obige Zahlen lassen erkennen, da dem Serum hinzugefiigte 
EiweiBabbauprodukte nicht nur keine Abnahme, sondern sogar eine 
betrachtliche Zunahme ihrer Menge aufweisen. 

Die Ursache dieser Erscheinung wurde von uns in einer anderen 
Arbeit aufgeklirt. Das Tierserum besitzt niimlich die Fahigkeit, die 
Wirkung der Perhydridase zu férdern, indem es durch seine Puffer- 
eigenschaften stérende LEinfliisse (Zunahme der Wasserstoffionen- 
konzentration) beseitigt. Ganz andere Resultate wurden mit dem 
Vollblut erhalten. Die Versuche wurden mit je 3 ccm Oxalatblut aus- 
gefiihrt. Im Kontrollversuch wurde das Blut durch die gleiche Menge 
0.2proz. Ammoniumoxalatlésung ersetzt. 


Tabelle II. 





Milligramm N.O; 


Nr Blutmenge Toxinmenge 

com com Hauptversuch Kontrollversuch 
l 3 0.5 0.0076 0,0115 
2 : 1,0 O.UL17 0.0200 
3 || : 1,0 0,0105 0.0210 
4 | 3 05 0.0070 0.0110 
5 || 3 1,0 0,0095 0.0208 
6 || 3 1,5 0,0130 0.0310 
7 3 15 0,0128 0.0807 
8 3 15 0,0115 | 0.0302 


Aus dieser Tabelle ergibt sich, dab dem Blute zugefiihrte Eiweif- 
abbauprodukte in betrichtlichen Mengen aus dem Reaktionsgemisch ver- 
schwinden. Die Abnahme betriigt 30 bis 70%. 
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Da die Wirkung der Organgewebe hier ausgeschlossen ist, so kann 
diese Erscheinung in zweifacher Weise erklirt werden: 1. Die Nitrite, 
welche sich bei der Reduktion des Nitrats bilden, erfahren weitere 
Umwandlungen und entgehen daher dem chemischen Nachweis. 2. Die 
Abbauprodukte erleiden im Blute chemische oder physikalische Um- 
wandlungen, durch welche sie die Fahigkeit, der Perhydridase der 
Milch als Koferment zu dienen, verlieren. 

Versuche ergaben, daf} eine geringe Menge des dem Blute von 
vornherein zugesetzten Nitrits wirklich verschwindet; diese Verluste be- 
tragen aber nur 8 bis 10%, der hinzugefiigten Menge, wodurch natiirlich 
das Verschwinden von 30 bis 70% der den EiweiSabbauprodukten 
entsprechenden Nitritmenge nicht erklirt werden kann. Die zweite 
Annahme hat sich insofern bestiitigt, als die EiweiSabbauprodukte 
zwar chemisch unverindert bleiben, aber von den Formelementen des 
Blutes adsorbiert und dem Reaktionskreise entzogen werden. Dies geht 
aus folgendem, vielfach wiederholtem Versuch kervor. 

6ccm Blut und 2 ccm Toxin werden eine halbe Stunde im Brut- 
schrank bei 37° gehalten, die Hilfte des Gemisches wird mit einer 
Pipette in ein anderes Reagenzglas iibertragen und zum Kochen erhitzt. 
In beiden Proben werden dann die EiweiBabbauprodukte in obiger 
Weise bestimmt. Dabei zeigt die ungekochte Probe ein betrachtliches 
Schwinden derselben, wiihrend in der gekochten sowie auch in 
der Kontrollprobe die ganze hinzugefiigte Menge wieder zu finden ist. 

Als Beispiel sollen hier die Resultate einiger Versuche angegeben 
werden. 


Tabelle III. 





Milligramm N.Og3 in ccm 
Blutmenge Toxinmenge 


Hauptversuch 
- -— ~~ ~ Kontrollversuch 
ccm com Ungekochtes Blut Gekochtes Blut 
3 0,5 0,0126 0,0700 0,0660 
3 1,0 0,0550 0,1100 0,1080 
3 0,5 0,0060 0,0600 0,0570 
3 1,0 0,0320 0,0900 0,0920 
3 1,0 0,0455 0,0800 0,0880 
3 2.0 0,0550 0,1100 0,1053 


Die Formelemente des Blutes adsorbieren also die Hiweifpabbau- 
produkte und geben sie bei ihrer Zerstérung durch Kochen in unverandertem 
Zustande wieder ab. 

Diese Resultate gaben zu der }Vermutung Veranlassung, dab 
die Ursache des Verschwindens der Abbauprodukte in der Blutbahn 
nach der Injektion nicht in deren Umwandlung durch die Organ- 
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gewebe, sondern in deren Adsorption durch die Formelemente des 
Blutes liege. 

Durch Versuche in vivo wurde diese Vermutung vollig bestitigt. 
Kaninchen wurde Diphtherietoxin eingespritzt und dann in einer ge- 
kochten und einer ungekochten Probe des Oxalatblutes die Menge 
der EiweiBabbauprodukte bestimmt. Einige Resultate seien hier 





angefihrt. 
Tabelle IV. 
B; i Milligramm N20; in 0 com 
| Eingespritzte . 
Rinteenge | Toxinmenge vor der Injektion nach der Injektion 
ccm | ccm Ungekocht. Blut Gekochtes Blut Ungekocht.Blut Gekochtes Blut 

5 10 0 0,0020 0 0,0043 
7 20 0 0,0016 0 0,0051 
5 20 0 0,0011 Spuren 0,0062 
5 15 0 0,0044 0 0,0048 
6 15 0 0,0028 Spuren 0,0068 
7 15 0 0,0016 0 0,0035 


Wie aus diesen Zahlen zu ersehen ist, kommt im Blute normaler 
Kaninchen eine geringe Menge von EiweiBabbauprodukten in adsor- 
biertem Zustand vor, weshalb letztere erst nach der Zerstérung der 
Formelemente des Blutes nachzuweisen sind. Nach der Toxininjektion 
siad im ungekochten Blute keine Abba::produkte zu finden, das ge- 
kochte Blut weist dagegen betriichtlich mehr Eiwei®abbauprodukte 
als vor der Injektion auf. Es unterliegt also keinem Zweifel, daB den 
Blutkérperchen die bemerkenswerte Figenschaft zukommt. Eiweif- 
abbauprodukte sowohl in vitro wie in vivo zu adsorbieren. 

Es ist nicht zu verwundern, daf die Frage nach dem Schicksal 
der EiweiBabbauprodukte im Tierorganismus solange ungelést ge- 
blieben war. Samtliche Forscher gingen von dem Gedanken aus, daB 
das Serum alle Reaktionen des Blutes vdéllig abspiegelt. Das Mib- 
lingen aller Bemiihungen, die FiweiBabbauprodukte im Serum zu finden, 
erklirt sich einfach dadurch, dab die Menge der letzteren im Normal- 
serum fast gleich Null ist. Nur Costantino, welcher zuerst das Vollblut 
untersuchte, konnte zeigen, daB wihrend der Verdauung die roten 
Blutkérperchen gréBere Mengen von Aminosiuren als das Serum ent- 
halten. Leider kam Costantino nicht auf den Gedanken, seine Ver- 
suche auch auf gekochtes Blut, normales oder mit Aminosiiuren ver- 
setztes, auszudehnen. Seine Arbeit blieb allerdings unbeachtet. 

Die mit Kaninchenblut gewonnenen Resultate wurden auch mit 
Meerschweinchen- und Pferdeblut bestitigt. Versuche iiber die Ad- 
sorption der KiweiBabbauprodukte durch die Formelemente des Blutes 
verschiedener Tiere sind im Gange. 
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Zusammenfassung und weitere Aussichten. 


Unter Anwendung einer neuen, von Bach herriihrenden Methode 
zur quantitativen Bestimmung der Abbauprodukte der Proteinstoffe 
wurde versucht, das Schicksal parenteral eingefiihrten Ereptons und 
Diphtherietoxins bei Kaninchen zu ermitteln. 

Nach Einfiihren verhaltnismaBig sehr grober Mengen Ereptons 
(3,5 g) oder Toxins (35cem) und sofortiger Blutentnahme wird im 
Serum der Tiere keine Spur von EiweiBabbauprodukten aufgefunden. 
Das gleiche gilt auch fiir das Vollblut. Wird das nach Einfiihren von 
EiweiBabbauprodukten sofort entnommene Blut zum Kochen erhitzt, 
so findet man die eingespritzten Abbauprodukte fast quantitativ 
wieder auf. In vitro werden die gleichen Resultate wie in vivo er- 
halten. Daraus ergibt sich, daB die Abbauprodukte der Proteinstoffe 
durch die Formelemente des Blutes adsorbiert und dem chemischen 
Nachweis entzogen werden. Nach Zerstérung der Formelemente 
durch Erhitzen treten die Abbauprodukte im urspriinglichen Zustand 
wieder auf. 

Diese Ergebnisse legen den Gedanken nahe, da zwischen der 
Fahigkeit der Formelemente des Blutes, Proteinabbaustoffe zu ad- 
sorbieren, und den Erscheinungen der Immunisation irgend ein Zu- 
sammenhang besteht. Zieht man in Betracht, 1. daB der Immuni- 
sationsprozeB sich im Blute abspielt, 2. daB die durch Bakteriolyse 
erzeugten Toxine unzweifelhaft Abbauprodukte der Proteinstoffe sind, 
so kann man es fiir sehr wahrscheinlich halten, da der erste Akt des 
Immunisationsprozesses die Adsorption der Toxine durch die Blut- 
kérperchen ist. Bei immunisierten oder von Natur aus immunen 
Tieren scheint das Toxin nicht adsorbiert und nach einigem Kreisen 
im Blute ausgeschieden zu werden. Diese Annahme stimmt mit der 
von Ehrlich festgestellten Tatsache iiberein, da} Ratten eingespritztes 
Diphtherietoxin auf Meerschweinchen mit dem Serum sich iibertragen 
liBt, waihrend das Serum mit demselben Toxin behandelter Meer- 
schweinchen voéllig wirkungslos ist. Nun sind Ratten dem Diphtherie- 
toxin gegeniiber unempfindlich, Meerschweinchen dagegen sehr emp- 
findlich. Diese Annahme steht weiterhin mit der von Bach und Sharsky 
gemachten Beobachtung im Einklang, da am Ende der Immunisation 
eingefiihrtes Diphtherietoxin noch 1 bis 4 Tage nach dem Einfiihren 
im Serum der Pferde nachweisbar ist, waihrend es bei normalen Tieren 
nicht der Fall ist. 

Von dieser Annahme ausgehend, stellte ich in verschiedenen 
Richtungen Versuche an, iiber deren Ergebnisse in spaiteren Mitteilungen 
berichtet werden soll. 
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Scheinbare 
auxo- und antifermentative Eigenschaften des Serums. 


Von 
A. Bach, B. Sbarsky und K. Nikolajew. 


( Aus dem biochemischen Institut des Kommissariats fiir Volksgesundheit 
in Moskau.) 


(Eingegangen am 9. Oktober 1922.) 


In einer Reihe von Mitteilungen wurde von A. Bach') dargetan, 
daB die langst bekannte Eigenschaft der pflanzlichen und _ tierischen 
Gewebe, Farbstoffe zu Leukobasen, Nitrate zu Nitriten usw. zu 
reduzieren, beruht auf der Zusammenwirkung eines Ferments und 
eines Koferments, von denen jedes fir sich allein wirkungslos ist. 
Das Ferment, welches der Reihe nach als Salicylase, Aldehydase, 
Oxydo-Reduktase, Aldehydkatalase, indirekte Reduktase, Schardinger- 
Enzym, Aldehydmutase, Perhydridase, Dehydrogenase , Dismutase, 
Oxyhydrase bezeichnet worden ist, kommt in frischer Milch getrennt 
von seinem Koferment vor. Letzteres laBt sich den Geweben durch 
kochendes Wasser entziehen und kann in seiner Wirkung durch Al- 
dehyde ersetzt werden. Es hat sich als ein Gemisch von Protein- 
abbauprodukten erwiesen, und seine Ersetzberkeit durch Aldehyde 
erklart sich dadurch, daB durch Wechselwirkung zwischen gewissen 
Ketoverbindungen und #-Aminosiuren aus den Abbauprodukten nach 
der Streckerschen Reaktion Aldehyde entstehen. 

Da native Proteinstoffe nicht als Koferment der Perhydridase?) 
fungieren, schien cs von Interesse, festzustellen, in welchem Stadium 
des Abbaus Produkte auftreten, denen die Fahigkeit zuakommt, mit 
diesem Ferment ein reduzierendes System herzustellen. 

Die Versuche wurden in der Weise ausgefiihrt, daB reines Serum- 
albumin (Kahlbaum) der Hydrolyse mit Schwefelsiure in der bekannten 


Weise unterworfen wurde, dem Reaktionsgemisch zu bestimmten Zeiten 
entnommene Proben wurden genau mit reinster Soda neutralisiert, mit 


1) Diese Zeitschr. 31, 443; 38, 282, 1911; 38, 154, 1912; 52, 412; 58, 
205, 1913. 

2) Solange iiber die Nomenklatur dieses Ferments kein Einverstandnis 
herrscht, wollen wir die Bezeichnung Perhydridase beibehalten. 
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frischer Milch und Natriumnitrat in der friiher beschriebenen Weise zu- 
sammengebracht, im Thermostaten bei 60° eine halbe Stunde aufbewahrt, 
mit basischem Bleiacetat gefaillt und auf Nitritgehalt untersucht. 

Es zeigte sich, da die Siurehydrolyse des Serumalbumins im, 
Gegensatz zu der fermentativen Hydrolyse keine Produkte liefert, 
die imstande sind, als Koferment der Perhydridase zu fungieren. 
Der Gedanke lag am niichsten, da bei der Siurehydrolyse Sub- 
stanzen entstehen, welche auf die Perhydridase einen hemmenden 
Einflu8 ausiiben. Versuche ergaben aber zu unserer Uberraschung, 
daB die genannten Abbauprodukte auf die Perhydridase nicht 
hemmend, sondern betrichtlich férdernd einwirken. 

2eem Milch, 0,25 g Natriumnitrat, 0,0025g Acetaldehyd, 1 ccm 
neutralisiertes Hydrolysat wurden im hermostaten bei 60° eine halbe Stunde 
stehen gelassen, das Gemisch wurde mit 1 ccm gesittigter basischer Blei- 
acetatlésung behandelt, durch ein trockenes Filter filtriert und vom klaren 
Filtrat wurden 3 ccm mit dem gleichen Volumen des Ilosvay-Lungeschen 
Reagens vermischt und das entstandene Nitrit kolorimetrisch bestimmt. 
Gleichzeitig wurden Kontrollversuche mit frischer Milch, Nitrat und Acet- 
aldehyd ohne Hydrolysat und mit gekochter Milch, Nitrat, Aldehyd und 


Hydrolysat angestellt. 
Milligramm N,O, 
ohne Hydrolysat mit Hydrolysat Gekochte Milech und Hydrolysat 

0,0218 0,0562 0 

Da fiir die Hydrolyse Serumalbumin angewandt worden war, 
suchten wir weiter zu ermitteln, ob dem -normalen Serum eine ahn- 
liche férdernde Wirkung wie seinen Abbauprodukten zukommt. Es 
stellte sich heraus, da dies tatsachlich der Fall ist. 

Versuche wie oben angegeben, mit 1 cem Serum (Ziege) anstatt Hydro- 
lysat. 

Milligramm N,O,; 
Acetaldehyd o. Serum Serum o. Acetaldehyd Serum u. Acetaldehyd 
0,0285 0 0,0923 

Ahnliche Resultate wurden mit Meerschweinchen-, Kaninchen- 
und Pferdeserum erhalten. Es schien also hier eine neue Eigenschaft 
der normalen Sera vorzuliegen. 

Beim Nachschlagen der bei uns nach langerer Unterbrechung ein- 
getroffenen neueren Literatur fanden wir Arbeiten von Jacoby und Falk’), 
Jacoby und Umeda*), Rona und Gyérgy*) und Jacoby*), die sich mit dem 
férdernden Einflu8 des Serums der Siéugetiere auf die Ureasewirkung 
beschaftigen. Jacoby und Falk nehmen an, da8 dieser fordernde EinfluB 
einer im Serum enthaltenen bestimmten Substanz, welche sie mit dem 
Namen ,,Auxourease“ belegen, zukomme. Die Substanz soll spezifisch 


1) Diese Zeitschr. 59. 

2) Ebendaselbst 68. 

3) Ebendaselbst 111. 

4) Ebendaselbst 114, 152. 
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wirken. Von Rona!) wurde zuniichst die Ansicht ausgesprochen, da die 
, auxoureatische*‘ Wirkung des Serums auf seine Puffereigenschaften zuriick- 
zufiihren sei. Spiter fanden aber Rona und Gydrgy (1. ¢.), daB bei 
langdauernder Einwirkung Serum auch in gepufferten Lésungen auf die 
Ureasereaktion einen férdernden EinfluB ausiibt. 

Auf Grund obiger 'Tatsachen kénnte man auch den von uns gemachten 
Befund dahin deuten, daB im normalen Serum eine auf die Perhydridase- 
wirkung eingestellte ,,Auxosubstanz“* vorkomme. Wir hielten es aber fiir 
wabrscheinlicher, da in Ubereinstimmung mit der urspriinglichen An- 
nahme Ronas es sich hier lediglich um eine durch den Serumzusatz herbei- 
gefiihrte Anderung der Reaktion der Versuchsfliissigkeit handle. Wir 
stellten daher Versuche mit Milch, Nitrat, Acetaldehyd und Serum in 
gepufferten Lésungen an, erhielten aber dabei keine brauchbaren 
Resultate, weil beim nachtriglichen Fallen mit basischem Bleiacetat und 
Filtricren triibe, kolloide Fliissigkeiten entstehen, die fiir kolorimetrische 
Bestimmungen ungeeignet sind. Wir schlugen daher einen anderen Weg ein. 

Bekanntlich wirkt die Phenolase bzw. das System Peroxydase 
-+- Hydroperoxyd oxydierend auf eine Reihe verschiedener Substanzen, 
denen nur die Anwesenheit von beweglichem Wasserstoff im Molekiil 
gemein ist. Von diesen Substanzen werden durch das genannte 
Oxydationsagens die einen in schwach saurer, die anderen in schwach 
alkalischer Lésung schneller als in véllig neutraler oxydiert. Falls 
also die Wirksamkeit des Serums auf seiner Fahigkeit, H-Ionen zu 
binden, beruht, so wird es auf die Phenolasereaktion je nach der 
Natur der Substrate einen fordernden oder einen hemmenden EinfluB 
ausiiben, d. h. bald auzxofermentative, bald antifermentative Eigen- 
schaften aufweisen. In gepufferten Lésungen wird es dagegen ganz 
unabhangig von der Natur der Substrate wirkungslos bleiben. Diese 
Voraussetzungen haben sich vollig bestatigt. 

Versuche wurden mit Guajakol, p-Phenylendiamin, Benzidin, Pyro- 
gallol, Hydrochinon und Orcin ausgefiihrt. Fiir die Oxydation ersterer 
drei Substrate ist eine schwach saure, fiir die Oxydation letzterer drei 
eine schwach alkalische Reaktion giinstig?). Die angewandte Phenolase- 
lésung wurde aus Pilzen (Lactarius vellereus) dargestellt. Sie zeigte eine 
maBige Aktivitit, da 10 ccm Phenolaselésung mit 40 cem 2,5proz. Pyro- 
gallollésung zusammengebracht und mit Luft 24 Stunden behandelt, nur 
0,046 g Purpurogallin ergaben. 


Versuche mit Guajakol. 


Der EinfluB des Serumzusatzes auf die Oxydation des Guajakols 
durch den Luftsauerstoff unter Mitwirkung der Phenolase wurde 
nach der von Bach und Zubkowa*) ausgearbeiteten kolorimetrischen 


1) Sitzung der Physiologischen Gesellschaft vom 24. Juli 1914 (zitiert 
nach Jacoby). 

*) Vgl. A. Bach, Sur les réactions de la peroxydase purifiée par ultra- 
filtration. Archives d. Sciences phys. et naturelles. Genéve 1917. 
3) Diese Zeitschr. 1921. 
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Methode messend verfolgt. Die Verhaltnisse wurden so gewahlt, daB 
wihrend der Versuchsdauer nur lisliche, gefirbte Oxydationsprodukte 
auftraten. Je leem 0,1 prozentige Guajakollésung, 0,5cem Pheno- 
laselésung, 0,5 oder lecm Pferdeserum und Wasser bis auf 10 ccm 
wurden in Kolorimeterréhrea zusammengebracht, das Gemisch wurde 
gut durchgeschiittelt und im Kolorimeter mit den Réhren der Skala 
verglichen, wobei die Zeiten notiert wurden, welche bis zur Aus- 
gleichung der Farbungen mit den aufeinander folgenden Stufen der 
Skala verliefen. Gleichzeitig wurden Versuche ohne Serumzusatz in 
gepufferten Lésungen ausgefiihrt. Der Puffer wurde nach Michaelis 
dargestellt: [H™] = 1x 10-7. 





Zeit in Minuten. 


Skala: 
1 2 3 4 5 6 7 8 
Oxydiertes Guajakol ..... mg 0,042 0,079 | 0,117 | 0,161 | 0,198 0,235 0,280 0,320 
Ohne Serumzusatz . . . . | 95} 13 | 17 | 26 | 41 | 60 | 7 96 
0,5ecm Serum ...... |16 81 - — _ _ — 
ee ee i ee 103 — — - — os — 
shee a gepuffert . | 10 145 19 28 43 64 79 99 


Zusatz von 0,5 bis leem Serum verzégert also betriichtlich die 
Oxydation des Guajakols durch die Vermittlung der Phenolase und 
bringt die Reaktion zum Stillstand, wenn nur etwa !/,. des anwesenden 
Substrates oxydiert worden ist. In gepufferter Lisung verliuft die 
Reaktion praktisch wie ohne Serumzusatz. 


Versuche mit p-Phenylendiamin. 

Bei der Oxydation des p-Phenylendiamins werden nur dann 
violette Oxydationsprodukte erhalten, wenn Siiure zugegen ist. Dabei 
nimmt die Violettfarbung mit steigender Siuremenge bis auf ein 
Maximum zu, welches dem Verhiltnis p-Phenylendiamin : Séiure = 
1 Aquiv. : 0,5 Aquiv. entspricht!). Inneutraler oder schwach alkalischer 
Lésung entstehen gelbbraun gefirbte Produkte. Die Oxydations- 
versuche mit Phenolase in Gegenwart von Serum konnten wegen 
der vélligen Verschiedenheit der Farbungen in An- und Abwesenheit 
von Saure nur qualitativ durchgefiihrt werden. 

Bringt man 1 cem n/100 p-Phenylendiaminlésung, 0,5 cem n/100 Salz- 
saure, 0,5cem Phenolaseldsung, 1 cem Pferdeserum und Wasser bis auf 
10 cem zusammen, so firbt sich das Gemisch allmihlich gelbbraun, aber 
auch nach lingerem Stehenlassen an der Luft wird keine Spur von Violett- 
farbung beobachtet. Eine zu gleicher Zeit angestellte Kontrollprobe ohne 
Serumzusatz farbt sich schon nach kurzer Zeit intensiv violett. Wendet 
man 0,5 cem Serum anstatt 1 cem an, so farbt sich das Reaktionsgemisch 


1) Vgl. A. Bach, Fermentforschung 1, 197, 1915. 
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zugleich braungelb und violett. Mit 0,25 cem Serum ist die Violettfarbung 
deutlicher als mit 0,5ccem. Es ist hier einleuchtend, daB das zugesetzte 
Serum nur insofern auf die Bildung des violetten Farbstoffs hemmend 
wirkt, als es die dafiir erforderlichen H-lonen abfiingt. Setzt man den 
braungelben Reaktionsgemischen vorsichtig Saéure zu, so erhalt man rein 
violette Lésungen. 


Versuche mit Benzidin. 

Ganz iahnlich verliefen Versuche mit Benzidin und Salzsiure: 
tiefblaue Farbung-in der Kontrollprobe, gelbbraune bei Zusatz von 
lecem Pferdeserum, blaubraune bei Zusatz von geringeren Serum- 
mengen. In gepufferten Lésungen treten normale Blaufirbungen auf. 


Versuche mit Pyrogallol. | 

5 Kolorimeterréhren wurden mit je 1 cem n/j9) Pyrogallollésung, 
0,5cem Phenolaselésung, 0,25cem Pferdeserum und Wasser bis auf 
10cem beschickt. Gleichzeitig wurde eine Kontrollprobe ohne Serum- 
zusatz angestellt. Schon nach kurzer Zeit zeigten die mit Serum 
versetzten Proben eine intensivere Braungelbfairbung als die Kontroll- 
probe. Nach Verlauf von 15 Minuten wurde zu einer der Serum- 
proben so viel Wasser aus einer Birette gegeben, als zur Ausgleichung 
der Farbungen der Serumprobe und der Kontrollprobe erforderlich 
war. Aus den Volumverhiltnissen lieBen sich die relativen Farbungs- 
intensititen (Kontrollprobe: Serumprobe) berechnen. Nach Verlauf 
von 30 Minuten wurde die gleiche Bestimmung mit einer anderen 
Serumprobe ausgefiihrt usw. Eine zweite Versuchsreihe wurde mit 
0,5cem Serum, eine dritte mit 1,0ccm Serum unter gleichen Be- 
dingungen ausgefiihrt. Dabei wurden nachstehende Resultate erhalten. 





Kontrollprobe: Serumprobe 
Zeit in Minuten 


0,25 com Serum 0,5 ccm Serum 1,0 ccm Serum 
15 1: 1,30 1: 1,60 1: 1,80 
30 1: 135 1: 1.65 1: 1.75 
45 1: 1,30 | 1: 1,70 1: 1,80 
60 1: 1,35 1: 1,70 1: 1,95 
90 1: 1,40 1: 1,60 1: 1,80 


2 ’ 


In gepufferten Lésungen iibt der Serumzusatz praktisch keinen 
Kinflu8 auf die Oxydation des Pyrogallols aus. In Abwesenheit von 
Phenolase wird die Oxyd:tion des Pyrogallols wihrend der Versuchs- 
dauer durch den Serumzusatz nicht merklich beeinfluBt. 


Versuche mit Hydrochinon. 


6 Kolorimeterréhren erhielten je 1 ccm n/j Hydrochinonlésung, 
0,25 com Pferdeserum, 0,5 ccm Phenolaselésung, Wasser bis auf 10 ccm. 
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Kontrollprobe ohne Serumzusatz. Zwei weitere Versuchsreihen mit 
0.5 und 1,0cem Serum. 





abitaiie Kontrollprobe: Serumprobe 
Zeit in Minuten 
0,25 ccm Serum 0,5.ccem Serum 10ccm Serum 





15 1: 1,25 1: 1,60 
30 1: 1,15 1: 130 1: 1.65 
45 1: 1,15 1: 1.36 1: 1.60 
60 1: 1,10 1: 1.30 L: 1,60 
90 1: 1,20 1: 1.35 L: 1.60 
120 1: 1,20 1: 1,49 1: 1.65 
Versuche mit Orcin. 
Verhaltnisse wie oben. 
Kontrollprobe: Serumprobe 
Zeit in Minuten 
0,25 ccm Serum 0,5 ccm Serum 10 cem Serum 
15 — l 25 1: 1,50 
30 L: 1,10 1: 1,30 1: 1,55 
45 1:1,15 1: 1,25 1: 1,50 
60 1: 1,10 1: 1,25 1: 1,55 
90 1: 110 1: 1.30 1: 1,50 
120 1:1,10 L: 1.30 1: 1.55 


Durch weitere Versuche, auf welche wir hier nicht naher ein- 
gehen wollen, wurde festgestellt, da8 reines Serumalbumin, Ovalbumin 
und Casein sowohl auf die Wirkung der Perhydridase, wie auf die 
der Phenolase den gleichen EinfluB ausiiben, wie normale Sera. Eine 
aihnliche Beobachtung ist in bezug auf die Ureasewirkung bereits 
von Jaceby und seinen Mitarbeitern gemacht worden. 

Fassen wir die im obigen mitgeteilten Tatsachen zusammen, so 
ergibt sich folgendes: 

Normales Serum der Siiugetiere, welches auf die Perhydridase 
und die Urease férdernd wirkt, iibt auf die durch die Phenolase aus- 
gelésten Oxydationsprozesse bald einen férdernden, bald einen hem- 
menden Einflu8 aus, je nachdem das Oxydationsoptimum der ange- 
wandten Substrate bei alkalischer oder bei saurer Reaktion liegt. 
In gepufferten Lésungen oder durch vorsichtigen Zusatz von Siure 
wird sowohl die fordernde, wie die hemmende Wirkung des Serums 
aufgehoben. Daraus driingt sich der SchluB auf, dai man es in 
bezug auf die Phenolasewirkung hier nicht mit etwaigen Auxo- und 
Anti-Substanzen des Serums zu tun hat, sondern mit dessen Fihig- 
keit, H-Jonen abzufangen und die Reaktion der Versuchsfliissigkeit 
derartig abzuiindern, da die neuen Verhiltnisse sich fiir die Oxy- 
dation einer Substratgruppe giinstig, fiir die Oxydation einer anderen 
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Substratgruppe ungiinstig gestalten. Daf die Wirkung der drei ge- 
nannten Fermente durch verschiedene Proteinstoffe in gleicher Weise, 
wie durch Serum, beeinfluBt wird, spricht ebenfalls gegen die An- 
nahme, daf in letzterem auf diese Fermente eingestellte Auxosub- 
stanzen anwesend seien. 

Bei der Beurteilung der Beeinflussung der Fermentwirkung durch 
Serumzusiitze hat man weiter den Salzgehalt des Serums zu beriick- 
sichtigen, da bekanntlich Salze eine wichtige Rolle bei den Ferment- 
reaktionen spielen. In Betracht kommen schlieBlich die physika- 
lischen Eigenschaften des Serums. Durch Serumzusiatze, wie gering 
sie auch sein mégen, werden in der Versuchsfliissigkeit Adsorptions- 
erscheinungen ausgelést, durch welche die obwaltenden Verhiltnisse 
im giinstigen oder ungiinstigen Sinne fiir die gegebene Reaktion ab- 
geindert werden, wodurch wiederum auxo- oder antifermentative 
Wirkungen vorgetiiuscht werden. 

Ehe man also zu der Annahme von spezifischen auxo- oder anti- 
fermentativen Substanzen im Serum zuriickgreift, ist es unbedingt 
erforderlich, dem Einflu8 der erwaihnten Faktoren — der Puffer- 
eigenschaft des Serums, seines Salzgehaltes und seiner kolloiden 
Beschaffenheit — gute Rechnung zu tragen. 























Uber Antiphenolase (Antilakkase). 
Von 
A. Bach und W. Engelhardt. 


(Aus dem biochemischen Institut des Kommissariats fiir Volksgesundheit 
in Moskau.) 


(Lingegangen am 9. Oktober 1922.) 


Von Gessard‘) wurde die Beobachtung gemacht, da nach sub- 
kutanem Einspritzen von Lakkaselésung (einem Kaninchen) im Serum 
des Tieres nach einiger Zeit eine Antilakkase auftritt. Die Anwesen- 
heit von letzterer wurde durch qualitative Versuche mit Guajakharz- 
emulsion und Guajakol festgestellt, wobei das Immunserum unter 
sonst gleichen Bedingungen eine gré8ere Hemmung der Oxydation 
als das Normalserum herbeifiihrte. 

Mit Riicksicht auf die Erkenntnis der scheinbaren auxo- und 
antifermentativen Eigenschaften des Serums der Phenolasewirkung 
gegeniiber (vgl. voranstehende Mitteilung) schien es von Interesse, die 
Beobachtung Gessards nachzupriifen und auf andere Substrate aus- 
zudehnen. 

Da das Oxydationsoptimum des Guajakols und der Guajakharz- 
emulsion bei saurer Reaktion liegt, war es besonders wichtig, Sub- 
strate heranzuziehen, deren Oxydationsoptimum bei alkalischer Reak- 
tion liegt, zumal die Oxydation dieser Substrate durch Normalsera 
stark beférdert wird. 

Fiir die im nachstehenden beschriebenen Versuche benutzten wir 
eine Phenolaselésung aus Pilzen (Lactarius vellereus), von der 10 ccm 
mit 2,5g Pyrogallol in 40ccm zusammengebracht nach 24 Stunden 
langem Stehenlassen 0,046 g Purpurogallin lieferten. Je 2 bis 3 ccm 
Phenolaselésung wurden Kaninchen in die Ohrvene in Intervallen 
von 5 bis 6 Tagen eingespritzt. Zeigte nach sechs Injektionen das Serum 
der Versuchstiere das gleiche Verhalten wie das Serum normaler Tiere, 
so wurde die Behandlung abgestellt und dann nach 2 bis 3 Wochen 
wieder vorgenommen. In dieser Weise wurden sieben Kaninchen immu- 


1) C. r. Soe. biol. 55, 227, 1903. 
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nisiert. Unter den Seren dieser Versuchstiere zeigten 4 ziemlich 
starke, 2 schwache und | gar keine Antiphenolasewirkung, unabhingig 
von der Natur der Substrate und der eigenen Wasserstoffionenkon- 
zentration der Sera. 


Einflu8 der Immunsera auf die Oxydation des Guajakols 
in gepufferten Lisungen. 

Die Versuche wurden mit den Seren von vier immunisierten und 
zehn normalen Kaninchen ausgefiihrt. Zur Ausschaltung der Puffer 
eigenschaften der Sera wurden die Versuchsfliissigkeiten nach Michaelis 
mit Essigsiure und Natriumacetat in der Weise gepuffert, daB [H’| 
2,5 x 10-° betrug. Die Versuchsanordnung war die folgende: 

1 cem 0,1 proz. Guajakollésung, 2 cem Pufferlésung, 0,1 eem Phenolase- 
losung und 0,1 cem Serum wurden im Erlenmeyerkélbchen mit Wasser 
auf 10 cem gebracht und nach 1 Stunde langem Stehenlassen wurde im 
Gemisch das oxydierte Guajakol nach Bach und Zubkowa') kolorimetrisch 
bestimmt, wobei anstatt der Réhrenskala das Autenriethsche Keilkolori- 


meter angewandt wurde. In dieser Weise wurden folgende Resultate er- 
halten: 





Oxydiertes Guajakol in mg 


aodes 3 4 5 6 7 | 8 9 10 
Normalsera . . 0,133) 0,122 0,108 0,111, 0,116 antes pares 0,110 0,119 0,116 
Immunsera . . 0,059) 0.052 0.062 0.058. — — — — — — 
P IOPOMENONA. .  ee . 0.115 
Mittelzahlen iO ee ea 0,057 
Ohne Serumzusatz_ Sys 


Wahrend also der Zusatz von Normalseren auf die Oxydation 
des Guajakols ohne EinfluB ist, wirkt der Zusatz von Immunseren 
hemmend, und zwar betrigt die Hemmung etwa 50°, des Umsatzes. 


Einflu8 der Immunsera auf die Oxydation des Pyrogallols. 


Als Vertreter der Substratgruppe, deren Oxydationsoptimum bei 
alkalischer Reaktion liegt, wurde das Pyrogallol, dessen Oxydations- 
produkt sich genau bestimmen laBt, gewahlt. 


0,1 g Pyrogallol, 2ccm Pufferlésung, 0,2 cem Serum, 0,1 cem Pheno- 
laselésung, mit Wasser auf 10 ccm gebracht, wurden im Erlenmeyerkolben 
24 Stunden stehen gelassen und das entstandene Purpurogallin wurde 
dann nach Bach und Sbarsky*) auf Asbest. abfiltriert, mit kaltem Wasser 
gewaschen, bis das Waschwasser Kaliumpermanganat nicht mehr redu- 
zierte, in konzentrierter Schwefelsiure quantitativ gelést, die schwefel- 
saure Lésung wurde mit Wasser auf das Siebenfache verdiinnt und mit 


1) Diese Zeitschr. 1921. 
2) Diese Zeitschr. 34, 473, 1911. 






























Antiphenolase (Antilakkase). 41 


n/10 Kaliumpermanganatlésung bis zu bleibender Rosafarbung_ titriert. 
Zur Beschleunigung der Einstellung des Endzustandes wurde am Abschlul3 
der Titration die Versuchsfliissigkeit zum Sieden erhitzt. In felgender 
Tabelle sind die erhaltenen Resultate angegeben: 





Verbrauchte Kaliumpermanganatlésung in ccm 


1 2 Mittelzablen 
NN 2 323) eas 3.45 4.10 3.76 
SE ns cut glns 2,20 2.20 2,20 
Ohne Serumzusatz. ..... 3.3 3.8 3.52 


In nicht gepufferten Lésungen wurden unter sonst gleichen Bedin- 
gungen nachstehende Zahlen ermittelt: 


Normamera s . . cw kl. 6,35 5.80 6.07 
ee, ee ee 2,75 2.85 2,80 
Ohne Serumzusatz. ..... 3.65 3.60 3.62 


Immunsera wirken demnach auf die Oxydation des Pyrogallols 
hemmend nicht nur in gepufferten Lésungen, sondern auch in nicht 
gepufferten, in welchen Normalsera eine betrachtliche Férderung der 
Oxydation herbeifiihren. 

Diese Ergebnisse, die in mehreren Versuchen bestiitigt wurden, 
lassen erkennen, daB Sera mit Phenolaselésung behandelter Tiere 
eine hemmende Wirkung zeigen sowohl auf die Oxydation der Sub 
strate, deren Oxydationsoptimum bei saurer Reaktion, wie auf die 
Oxydation der Substrate, deren Oxydationsoptimum bei alkalischer 
Reaktion liegt, worin Immunsera sich scharf von Normalseren unter- 
scheiden. 

Die antiphenolatische Wirkung der Immunsera kénnte in erster 
Linie durch eine bei der Immunisation eintretende Anderung ihrer 
Puffereigenschaften erklart werden. Aber abgesehen davon, daB eine 
derartige Anderung bisher nicht festgestellt werden konnte, spricht 
gegen diese Annahme die Tatsache, daB die Hemmung sich in nicht 
gepufferten wie in gepufferten Lésungen auBert, also nicht auf einer 
Anderung der Reaktion der Versuchsfliissigkeit beruht. 

Der EinfluB des Salzgehaltes der Immunsera kommt hier eben- 
falls nicht in Betracht, da einerseits ein Unterschied zwischen dem 
Salzgehalt der Normalsera und der Immunesera nicht festzustellen ist, 
andererseits Immunsera gleich stark hemmend auf die Oxydation ver- 
schiedener Substrate wirken, was mit der Annahme eines Unterschiedes 
im Salzgehalt unvereinbar ist'). 

Von den in voranstehender Mitteilung besprochenen Faktoren, 
welche scheinbare auxo- und antifermentative Wirkungen des Serums 


1) Diese Zeitschr. 42, 417, 1912. 
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herbeifiihren mégen, bleibt noch ein etwaiger Unterschied in der phy- 
sikalischen Beschaffenheit zwischen Normalseren und Immunseren zu 
beriicksichtigen. Die Frage bedarf einer eingehenden Experimental- 
bearbeitung und zurzeit ist nicht zu entscheiden, ob die Antipheno- 
lasewirkung durch eine eigenartige physikalische Beschaffenheit der 
Immunsera oder durch das Auftreten eines echten, chemisch de- 
finierten Antikérpers verursacht wird. Die Antiphenolase teilt diese 
Unsicherheit mit manchen anderen Antikérpern. Ihr Verhalten bei 
der Dialyse stimmt ebenfalls mit dem Verhalten anderer Antikérper 
tiberein. Das gleiche gilt auch fiir ihre Empfindlichkeit gegen héhere 


Temperaturen. 


Verhalten der Antiphenolase bei der Dialyse. 


Auf das 10fache mit Wasser verdiinntes Immunserum wurde 
der Dialyse gegen destilliertes Wasser in Schletcherschen Hiilsen unter- 
worfen, bis die auBere Fliissigkeit keine Reaktion auf Chlor mehr gab. 
Gleichzeitig wurde auch Normalserum dialysiert. Unter Zusatz von 
dialysiertem und nicht dialysiertem Normalserum einerseits, von dia- 
lysiertem und nicht dialysiertem Immunserum andererseits wurden 
vergleichende Oxydationsversuche mit Guajakol und Phenolase in ge- 
pufferten und nicht gepufferten Lésungen angestellt. Erhalten: 





Oxydiertes Guajakol in mg 


Immunserum Normalserum 
lie : Ohne 
ic Serum: 
dialysiert fe orl dialysiert gubres zusatz 
Mit Fee. 6 0,078 0,078 0,205 0,191 0.213 
Ohne Pome. vcs 68 Spur Spur 0,047 0.031 0,130 


Das dialysierte Immunserum weist also die gleiche hemmende Wirkung 
wie das nicht dialysierte auf. Demnach haftet die Antiphenolasewirkung 
ar dem nicht dialysierbaren Anteil des Immunserums. 


Hitzeempfindlichkeit der Antiphenolase. 


Von Gessard wurde bereits festgestellt, daB durch Erhitzen des 
Immunserums auf 60° wihrend 30 Minuten die Antiphenolase noch 
nicht zerstért wird. Diese Beobachtung konnten wir bestitigen und 
dahin erweitern, daB die Antiphenolase erst nach 30 Minuten langem 
Erhitzen auf etwa 80° véllig vernichtet wird, wobei das so behandelte 
Immunserum in weiterem sich genau wie das Normalserum verhalt. 
Die Versuche wurden mit Guajakol in gepufferten Lésungen aus- 
gefiihrt. 
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Oxydiertes Guajakol in mg 
Nach 3) Minuten langem Aufbewahren bei 


15 ¢ 7H ¢ 85 ( 
Immunserum ..... 0.053 0.064 0.108 
Normalserum -... . 0.108 0.113 0.110 
Ohne Serumzusatz. . . 0.116 — 


Antiphenolasewirkungen der zum Sieden erhitzten Sera. 

Erhitzt man zum Sieden bei 80° vollig inaktiviertes Immun- 
serum, so gewinnt es starke antiphenolatische Eigenschaften wieder. 
Normalsera zeigen das gleiche Verhalten, wobei die Antiphenolase- 
wirkung auch in gepufferten Lésungen zustande kommt. 

Guajakol, Phenolase, Puffer, erhitztes und nicht erhitztes Serum. 
Die Reaktion wurde wahrend 2 Stunden verfolgt. 





Oxydiertes Guajakol in mg 
Nach Verlauf von 


cts or ay 1a 
Nicht erhitztes Serum 0.062 0.112 0.150 0.188 
Erhitztes Serum .. = 6,038 0.050 0.082 
Ohne Serumzusatz . 0.072 0.134 0.166 0,194 


Diese auffallende Eigenschaft der Sera, nach Erhitzen zum Sieden 
auf die Phenolase in gepuffsrten Lésungen hemmend zu _wirken, 
schien zunachst mit den antiphenolatischen Eigenschaften des Immun- 
serums in irgend einem Zusammenhang zu stehen. Weitere Versuche 
ergaben aber, daB dies nicht der Fall ist. 

Um festzustellen, ob die hemmende Wirkung dem Eiweifanteil 
oder dem eiweiBfreien Anteil des Serums zukommt, wurde eine be- 
stimmte Serummenge mit Alkohol gefallt, der Niederschlag wurde mit 
Alkohol nachgewaschen, getrocknet und im urspriinglichen Volumen 
Wassers gelést. Andererseits wurde das gesamte alkoholische Filtrat 
bei 40° eingedampft, und der erhaltene Riickstand wurde ebenfalls 
zum urspriinglichen Serumvolumen in Wasser gelést. Beide Lésungen 
wurden dann zum Kochben erhitzt und auf ihre antiphenolatische 
Wirkung gepriift, wobei nur der Eiweifanteil des Serums einen 
hemmenden FEinflu8 ausiibte. 

Es zeigte sich weiter, da zum Sieden erhitzte Lésungen von 
reinem Serumalbumin und Eieralbumin auf die durch die Phenolase 
ausgelésten Oxydationsprozesse ebenso hemmend wie gekochte Sera 
wirken. Um den etwaigen EinfluB der Reaktion der Eiweiflésung auf 
das Zustandekommen der Hemmung zu ermitteln, wurden gleiche 
Mengen EiweiBlésung, die eine mit Natronlauge, die andere mit Salz- 
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siure in aiquivalenten Mengen erhitzt. Nach Erkalten wurden beide 
Proben sorgfaltig neutralisiert und in gepufferten Lésungen auf ihre 
hemmenden Wirkungen gepriift. Als aktiv erwies sich nur die mit 
Natronlauge erhitzte Probe, die andere war véllig wirkungslos. 

Da beim Erhitzen der EiweiBstoffe mit Alkalien Schwefelwasser- 
stoff abgespalten wird, so lag die Vermutung nahe, daB die Hem- 
mung der Phenolasewirkung durch gekochte EiweiBlésungen oder Sera 
dem Schwefelwasserstoff oder dem Schwefelnatrium zuzuschreiben 
sei. Diese Vermutung hat sich bestitigt. Wird dem Gemisch von 
Guajakol- oder Pyrogallollésung und Phenolase, Schwefelwasserstoff 
oder Natriumsulfid zugesetzt, so werden die gleichen Hemmungs- 
erscheinungen, wie mit gekochten Seren oder Eiweiflésungen, beob- 
achtet. Die Hemmung wird hier nicht durch die Schidigung der 
Phenolase, sondern lediglich durch die Reduktion der Oxydations- 
produkte bewirkt. Denn nach Verbrauch der Schwefelverbindungen 
verliuft der OxydationsprozeB weiter in normaler Weise. 

Der hemmende Einflu8 der Schwefelverbindungen laBt sich leicht 
durch vorsichtigen Zusatz von Jod oder Quecksilberchlorid beseitigen. 
In gleicher Weise wird auch die Antiphenolasewirkung der gekochten 
Sera aufgehoben. Es sei noch erwaihnt, daB die Anwesenheit von 
Schwefelwasserstoff in erhitzten Seren leicht mit Dimethylpara- 
phenylendiamin und Ferrichlorid (Fischersche Reaktion) nachgewiesen 
werden kann; in nicht erhitzten Seren bleibt die Reaktion aus. 

Obige, durch zahlreiche Versuche festgestellte Tatsachen lassen 
erkennen, daB die Antiphenolasewirkung der Immunsera und die 
hemmende Wirkung der gekochten Sera grundsitzlich voneinander 
verschieden sind. Letzterer liegt die reduzierende Eigenschaft des 
beim Erhitzen der Sera abgespaltenen Schwefelwasserstoffs zugrunde. 
Im nicht gekochten Immunserum ist dagegen die Anwesenheit von 
Schwefelwasserstoff nicht nachweisbar. Die hemmende Wirkung der 
erhitzten Sera kann durch Zusatz von Jod oder Quecksilberchlorid 
aufgehoben werden. Die gleichen Zusitze sind auf die Antiphenolase 
des nicht erhitzten Immunserums ohne jeden EinfluB. Die Anti- 
phenolasewirkung der Immunsera laBt sich also auf keine der bisher 
bekannten, scheinbaren Antiphenolasewirkungen zuriickfiihren. 


Zusammenfassung. 


Die von Gessard auf Grund qualitativer Versuche mit Guajak- 
harzemulsion und Guajakol angenommene Bildung einer Antiphenolase 
im Serum mit Phenolaselésung behandelter Kaninchen wird durch 
quantitative Versuche bestitigt und auf Substrate, deren Oxydations- 
optimum bei alkalischer Reaktion liegt, ausgedehnt. 
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_ Das Serum mit Phenolase behandelter Tiere wirkt auch hemmend 
: auf die Oxydation der Substrate, deren Oxydation durch Normalsera 
stark beférdert wird. 

Die Antiphenolasewirkung der Immunsera kommt auch in ge 
pufferten Liésungen zustande. Sie kann daher nicht auf eine An- 
derung der Puffereigenschaften der Sera der imwunisierten Tiere 
zurickgefiihrt werden. 

Ob die Antiphenolasewirkung durch eine Anderung der physi- 
kalischen Eigenschaften der Immunsera oder durch das Auftreten 
eines echten, chemisch definierten Antikérpers herbeigefiihrt wird, 
bleibt dahingestellt. 

Die Antiphenolasewirkung haftet an dem nicht dialysierbaren 
Anteil des Serums. Sie wird durch 30 Minuten langes Erhitzen auf 
etwa 80° vollig zerstért. 

Zum Sieden erhitzte Normal- und Immunsera wirken auf die 
durch die Phenolase ausgelésten Oxydationsprozesse stark hemmend. 
Die Hemmung macht sich sowohl in gepufferten, wie in nicht ge- 
pufferten Lésungen geltend und wird also nicht durch eine Anderung 
der Reaktion der Versuchsfliissigkeit verursacht. Zum Sieden erhitzte 
Lésungen von Serumalbumin und Eieralbumin bedingen die gleiche 
Hemmung der Oxydationsprozesse. Es wird festgestellt, daB diese 
Hemmung durch beim Erhitzen der KiweiBlésungen abgespaltenen 
Schwefelwasserstoff bewirkt wird. Letzterer ist in erhitzten Seren 
und EiweiBlosungen mit Dimethylparaphenylendiamin und Ferri- 
chlorid nach Fischer nachweisbar. Durch Zusatz von Jod oder Queck- 
silberchlorid laBt sich die hemmende Wirkung der erhitzten Sera und 
EiweiBlésungen beseitigen. Die Antiphenolasewirkung der Immun- 
sera hat mit der hemmenden Wirkung der erhitzten Sera nichts zu 
schaffen, da erstere nicht durch Zusatz von Jod oder Quecksilber- 
chlorid aufgehoben wird. In nicht erhitzten Immunseren ist Schwefel- 
wasserstoff nicht nachweisbar. 

Die Antiphenolasewirkung der Immunsera l4Bt sich auf keine 
der bisher bekannten, scheinbaren Antiphenolasewirkungen zuriick- 
fiihren. 
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Zur Mikrobestimmung des Blutzuckers mittels Ferricyanid. 


Von 


H. €. Hagedorn und B. Norman Jensen (Kopenhagen). 
(Aus dem Privatlaboratorium des Verfassers. ) 
(Eingegangen am 13. Oktober 1922.) 

Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Mikromethode zur Blutzuckerbestimmung von Ivar Bang') 
hat durch ihre relative Genauigkeit, geringen Materialverbrauch sowie 
ihre Schnelligkeit eine neue Epoche in der Diabetesforschung eingeleitet. 
Allerdings geht aus zahlreichen Publikationen, nicht am wenigsten von 
Bang und seinen Schiilern, hervor, da die Methode doch einige Nach- 
teile haben mu; eine durchaus zufriedenstellende Methode wiirde wohl 
kaum bis zu einem Dutzend Modifikationen erleben. 

Infolge von Schwierighkeiten mit Bangs erster Methode haben wir das 
Problem der Mikrozuckerbestimmung vom Grunde aus angegriffen und 
eine ganz neue Methode, welche wir bereits frither kiirzlich in Dinemark 
publizierten*), ausgearbeitet. In den seither verflossenen Jahren haben 
wir durch Ausfiihrung vieler Tausend Analysen die Genauigkeit und 
Schnelligkeit der Methode bestitigt sehen kénnen, weshalb wir hier 
die Methode wie deren theoretische Grundlage beschreiben. 

Es war von vornherein klar, daB das Problem wesentlich vereinfacht 
wiirde, falls man zur Oxydation des Zuckers einen Stoff benutzte, der 
einmal von Zucker reduziert sich unter gewohnlichen Bedingungen nicht 
wieder zuriickoxydierte. Nach vielen vergeblichen Experimenten, be- 
sonders mit organischen Farbstoffen, deren Verwendung deshalb vor- 
teilhaft schien, weil sie bekanntlich nur eine kleine Restreduktion auf- 
weisen, haben wir schlieBlich das Kaliumferricyanid als Oxydationsmittel 
gewiihlt. 

Die Anwendung des Kaliumferricyanids zur Zuckerbestimmung ist 
urspriinglich von Gentele*) in der Weise vorgeschlagen, daB man zur ab- 


1) Ivar Bang, Der Blutzucker, 8. 26. Wiesbaden 1913. 
*) Hagedorn und Norman Jensen, Ugeskrift for Lager Nr. ———— 
3) Chem. Centralbl. (2) 32, 504. 
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-gemessenen, erwirmten, alkalischen Ferricyanidlésung die zu bestimmende 


uckerlosung zutropfte bis zum Verschwinden der gelben Ferricyanidfarbe. 


* Diese Versuchsanordnung ist fiir eine Mikromethode aus mehreren Griinden 
ungeeignet und kann durch Anwendung des urspriinglich von Médrker') 


angegebenen Prinzips: Oxydation des Zuckers durch ein in Uberschui 
anwesendes Oxydationsmittel und Bestimmung des Uberschusses nach 
Ablauf des Prozesses, sehr verbessert werden. 

Es ist von vornherein gleichgiiltig, ob man die gebildete Ferrocyanid- 
menge oder die zuriickgebliebene Ferricyanidmenge bestimmt. Fiir die 
Bestimmung des gebildeten Ferrocyanids sind untersucht 1. kolorimetrische 
Methoden nach Umwandlung des Ferrocyanids in Ferri- oder Uraniferro- 
cyanid; 2. Titrierung mit Kaliumpermanganat nach de Haen?); 3. ver- 
schiedene Formen von jodometrischer Titrierung. Fiir die Bestimmung 
des Ferricyanids ist untersucht worden: Titrierung mit Hydroxylamin 
und schlieBlich eine jodometrische Titrierung, welche durch ihre Einfachheit 
und Genauigkeit die oben genannten, zum Teil ganz unverwendbaren 
Methoden weit iibertroffen hat. Die Methode zur jodometrischen Be- 
stimmung des Ferricyanids ist von C. Mohr*), Miiller und Diefenthdler*), 
sowie Mecklenburger®) ausgearbeitet. 

Die folgende Gleichung erliutert die Reaktion: 


2H,Fe(CN), + 2HJ = 2H,Fe(CN), + J3. 
Der ProzeB ist reziprok, verliuft aber quantitativ zur Bildung von 


Ferrocyanid und Jod, wenn das gebildete Ferrocyanid vom Reaktions- 
gemisch durch Fillung als Zinkverbindung entfernt wird. 


2 K,Fe(CN), + 3 ZnSO, = K,Zn,[Fe(CN),], + 3 K,SO,. 

Fir unseren Zweck hat sich als die Beste die Titrierung in essig- 
saurer Losung erwiesen. 

Nach orientierenden Untersuchungen wurde eine Ferricyanidmenge 
von 2cem 0,005 n Lésung passend befunden. Die Genauigkeit, mit 
welcher eine solche Ferricyanidmenge bestimmt werden kann, geht aus 
folgendem Versuch hervor: 

Von einer genau 9,005n Ferricyanidlésung werden mittels einer 
Mikrobiirette verschiedene Mengen abgemessen. Das Volumen wird 
auf 14ccm mit Wasser ergiinzt, und zu jeder Portion werden 3 ccm einer 
Lésung von Kaliumjodid 5 g, Zinksulfat 10 g, Natriumchlorid 50g, in 
Wasser bis 200 ccm, zugesetzt. Nach Mischung werden weiter 2 ccm et wa 
3proz. Essigsiiure zugesetzt und schlieBlich mit 0,005 n Natriumthio- 
sulfatlésung titriert. Als Indikator werden zwei Tropfen einer Lésung 
von léslicher Stiirke 1 g in gesittigter, wisseriger Natriumchloridlésung 
bis 100 cem_ benutzt. 


1) Zeitschr. f. anal. Chem. 18, 348. 
2) Ann. d. Chem. 90, 160. 
com?) Ann. d. Chem. u. Pharm. 105, 60. 
4) Zeitschr. f. anorg. Chem. 67, 433. 
5) Ebendaselbst 67, 324. 
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Die Ergebnisse waren folgende: 


Tabelle 1. 





a 

0 ~ 

yom, oral Gefunden 

ferricyanid 

0,10 0,10 0,10 0,10 
0,20 0,20 0,20 0,20 
0,40 0,40 0,40 0,40 
1,00 1,00 1,00 1,01 
2,00 2,01 1,99 2,01 


Wenn es gilt, die Reduktion des Ferricyanids durch Zucker zur 
Bestimmung desselben zu benutzen, hat man zuerst zu erwagen, unter 
welchen Bedingungen der ProzeB vor sich gehen mu. Ferner miissen 
die Bedingungen so gewahlt werden, daf eine geringe Anderung der- 
selben den ProzeB nicht oder doch wenig méglichst beeinfluBt. Erst 
wenn diese Bedingungen herausgefunden sind, ist einmal fiir alle die 
Relation zwischen anwesender Glucose und reduziertem Ferricyanid 
zu ermitteln. Folgende Umstiinde kommen bei der Wahl der Versuchs- 
bedingungen in Betracht: 

1. Die Ferricyanidmenge, 

2. Die Alkalinitat der Lésung, 

3. Die Erhitzung, 

4. Das Volumen des Reaktionsgemisches. 

Zu 1. Durch orientierende Versuche hat sich die Ferricyanidmenge 


in 2cem 0,005n Kaliumferricyanidlésung als am zweckmiaBigsten er- 
wiesen. 

Zu 2. Nach Untersuchungen von G. Kassner*) sind hydroxydalkalische 
Ferricyanidlésungen wenig bestaéndig. Fiir unseren Zweck ist daher die 
carbonatalkalische Lésung gewahit. Den Einflu®8 der Variationen der 
Alkalimenge erliutern die folgenden Versuche (Tabelle IT). 

Zu 3. Um eine bequeme, leicht definierbare Erhitzung zu erzielen, 
wird ein kochendes Wasserbad benutzt. Der Einflu8 der Variationen der 
Erhitzungsdauer geht aus den folgenden Versuchen hervor (Tabelle IT). 

Es werden die Versuche in folgender Weise ausgefiihrt: 

In kleine sogenannte Priparatengliser (30 x 90mm) wird die be- 
treffende Glucose- und Natriumcarbonatlésung abpipettiert, das Volumen 
auf 12ccem erginzt und endlich 2ccm 0,005 n Kaliumferricyanidlésung 
zugesetzt. Nach Erhitzung in kochendem Wasserbade und Abkiihlung 
werden 3ccm Kaliumjodid-Zinksulfat-Natriumchloridlésung sowie 2 ccm 
Essigsaéure zugesetzt und danach in oben beschriebener Weise mit Natrium- 
thiosulfatlésung titriert. Die Ergebnisse waren: 


1) Arch. d. Pharm. 234, 333. 
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' ETE 


ad Tabelle II 


aw von Anderungen in Erhitzungsdauer und Alkalikonzentration. 





+ ai Verbraucht ccm 0,005n Kaliumferricyanid 


Minuten etwa 0,07mg Glucose | etwa 0,20mg Glucose etwa 0,35 mg Glucose 
10 032 | 036 O38 1,04) 1,08 L111 166 1,76 |) 1,80 
0,34 | 0,38 040 106 108 111 1,67 | 1,77} 1,81 

15 040 | 040; 040 1,14, 113 1,12 1,84, 1,84 1,83 
0,42 | 040 | 041 1,12 1,138 1,12 1,84) 1,84; 1,84 

20 0,42 | 041 | 040) 1,13; 1,13) 1,12) 1,85) 1,85] 1,85 
0,40 | 040 | 040) 1,12) 1,13 1,12 1,86) 1,86) 1,85 


cem Na, CO, 


m/10 15 2.0 2,5 15 2.0 2.5 15 2.0 2,5 
y 
, Zu 4. Der Einflu8 des Volumens des Reaktionsgemisches wird durch 
folgende Versuche, in welchen vier verschiedene Glucosemengen unter- 
l 


sucht wurden, erliutert. Fir jeden Einzelversuch werden 2 cem 0,005 n 
Kaliumferricyanidlésung und 2 cem m/10 Na,CO, abgemessen; die 
gewiinschte Glucosemenge wird in passender Lésung zugesetzt und das 
Volumen ergiinzt, wonach das ganze Gemisch 15 Minuten in kochendem 
| Wasserbade erhitzt wird. 

Nach Abkiihlung wird nach Zusatz der Kaliumjodid-Zinksulfat- 
Natriumchloridlésung sowie Essigsiiure mit Natriumthiosulfatlésung titriert. 


eo , Tabelle III. 


EinfluB8 von Anderungen im Volumen des Reaktionsgemisches. 





| Verbraucht ccm 0,005 n Kaliumferricyanid 
Volum 1 $ 
| etwa 0,009 mg etwa 0,225 mg etwa 0,300mg |  etwa 0,360 mg 
com Glucose | Glucose Glucose | Glucose 
12 0,50 1,27 1,65 1,92 
| 0,50 1,26 1.64 1,92 
14 0,50 1,27 1,64 1,91 
0,51 1,27 1,65 1,91 
16 0,50 1,26 1,61 1,89 
{ 0,50 1, 26 1,61 1,88 


Auf Grund der in Tabellen II und III angefiihrten Ergebnisse wurden 
folgende Standardversuchsbedingungen fiir die Zuckerbestimmung 
gewiahlt : 

Die Glucose wird mit 2 cem 0,005 n Kaliumferricyanidlésung, 2 com 
n{10 Natriumcarbonatlisung und Wasser bis 14ccm 15 Minuten in 
siedendem Wasserbade erhitzt. Dabei ist zu erwarten, dai die Messungen 
bis auf etwa 0,01 cem 0,005 n Kaliumferricyanidlésung reproduzierbar 
sein werden. 

Noch haben wir uns iiber einige andere eventuelle Fehlerquellen 
orientieren : 

TY. Das Licht. 
Biochemische Zeitschrift Band 135. 4 
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Direktes Sonnenlicht wirkt destruierend auf alkalische Ferti- 
cyanidlésung ein; zerstreutes Tageslicht dagegen hatte auf die Lésgmg 
die an einem schénen Junitag dicht ans Fenster gestellt war, bing 
30 Minuten keinen meBbaren EinfluB. Die durch Licht bedingten Fehler 
lassen sich demnach leicht beherrschen. 

2. Riickoxydation des Ferricyanids. 

Weder in alkalischer noch in schwach essigsaurer Lésung tritt 
binnen einigen Stunden meBbare Oxydation des Ferrocyanids ein. Die 
betreffenden Versuche sind teils mit reiner Ferrocyanidlésung, teils mit 
durch Glucose teilweise reduzierter Ferricyanidlésung ausgefiihrt. 

Die Menge von Kaliumjodid - Zinksulfat - Natriumchloridlésung 
sowie Essigsiure, konnte ohne nachweisbare Anderung der Resultate 
bis um 100% vermehrt werden. 

Auch das Stehenlassen des Reaktionsgemisches nach dem Zusatz 
der Reagenzien bis zu einer Stunde war nicht von merkbarem Einfluss. 

Es eriibrigt nun ein fiir allemal, die Relation zwischen Glucose und 
reduziertem Ferricyanid unter den erwahlten Bedingungen zu ermitteln. 

Bei allen bisher angefiihrten Versuchen ist nur eine relative Ge- 
nauigkeit gefordert worden, weil es sich nur um vergleichende Unter- 
suchungen handelte. Anders stellt sich die Sache, wo absolute Zahlen 
erforderlich sind. Die Forderung an Reinheit der Reagenzien muB aufs 
héchste gespannt werden. So wurde das umkristallisierte Natrium- 
carbonat in geschlossenem Platintiegel gegliiht. Kaliumjodid wurde auf 
Jodat und Eisen, Zinksulfat-Natriumchlorid und Essigsiure auf Eisen 
sorgfiltig gepriift. Weiter iiberzeugte man sich als Kontrolle davon, 
daB die genannten Reagenzien in passenden Verhiltnissen gemischt 
mit Starke keine Reaktion auf Jod gaben, und da eine solche 
kraftig hervortritt beim Zusetzen von 0,01 cem 0,005n Kaliumferri- 
cyanidlésung. 

Kaliumferricyanid wurde als tadellose Handelsware eingekauft, 
mit kaltem Wasser abgespiilt und in heiBem Wasser gelést; die kochend 
heiBe Lésung wurde durch ein kleines, vorher mit kochendem Wasser 
sorgfaltig ausgewaschenes Filter gegossen und das Filtrat in einer 
Porzellanschale, die auf eiskaltem Wasser schwamm, aufgefangen. Das 
feine Kristallmehl wurde scharf abgenutscht, wobei wieder ein sorg- 
failtig ausgewaschenes Filter zur Verwendung kam, und wieder um- 
kristallisiert. SchlieBlich wurde das Endprodukt bei etwa 50° getrocknet. 
Der ganze ProzeB wurde bei kiinstlichem Licht ausgefiihrt. Das Praparat 
verlor im Vakuumexsikkator tiber Schwefelsiiure binnen 24 Stunden 
weniger als 0,05 %. 

Infolge der Darstellungsweise des Praparats mute man aay 
eventuelles Vorkommen von Ferrisalzen oder Ferrocyanid gefaBt, 
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‘etwa Iproz. Ferricvanidlésung mit | 'Tropfen 10 proz. Schwefelsiure und 
: & 


einigen Tropfen Ferrocyanidlésung versetzt; hierdurch zeigte sich keine 
Spur von Berlinerblau. Kontrollversuche haben gelehrt, daB die Probe 
bei Anwesenheit von 0,01 mg Fe positiv ist. Auf Ferrocyanid wurde in 
der Weise gepriift, dafi einige Kubikzentimeter Ferricyanidlésung mit 
einigen Tropfen frisch hergestellter Ferrichloridlésung und einigen 
Tropfen Salzsiure versetzt wurden; auch hierbei wurde kein Berlinerblau 
wahrgenommen. Angestellte Kontrollversuche haben gezeigt, daB die 
Reaktion deutlich positiv ist bei Anwesenheit von 0,02 mg K, Fe (CN),. 
Ferner wurde die Reinheit des Praiparats in folgender Weise sozusagen 
direkt festgestellt. Eine etwa 0,05n Natriumthiosulfatlésung wird in 
gewohnlicher Weise hergestellt und aufbewahrt. Der Titer wurde nach 
drei verschiedenen Methoden ermittelt: 1. Jod gegeniiber nach T'read- 
well); 2. einer sorgfaltig hergestellten Kaliumjodatlésung gegeniiber 
und 3. endlich Ferricyanid gegeniiber in der Weise, daB 10 ccm einer 
0,05n Ferricyanidlésung mit 10 cem von der oben angegebenen Kalium- 
jodid-Zinksulfat-Natriumchloridlésung und 3cem 50 proz. Essigsiiure ver- 
setzt wurden, wonach in gewoéhnlicher Weise titriert wurde. Die er- 
mittelte Normalitit der 'Thiosulfatlésung war mit Kaliumferricyanid 
0.04949, mit Kaliumjodid 0,04947 und mit Jod 0,04949. 

Die angewendete Glucose bildete diinne Krusten von kleinen, 
harten, glinzenden Kristallen, die bei Verbrennung eines Grammes 
keinen wiigbaren Riickstand hinterlie8, und im Vakuum bei 70° bis zur 
Gewichtkonstanz getrocknet war, wonach eine Lésung, die in 22,838 ¢ 
1,3912 g Glucose enthielt, hergestellt wurde. Die Lésung wurde vor 
der Wiagung 2 Stunden in siedendem Wasserbade erhitzt, um die 
Multirotation zu beseitigen. Die Lésung wurde danach im 20 cm-Rohr 
bei 21,5° in spektralreinem Licht polarisiert, wobei folgende Werte 
beobachtet wurden: 

6,55, 6,56, 6,55, 6,56, 6,55, 6,56, 6,56, 6,55. 
Durchschnitt 6,555°. 
Das spezifische Gewicht der Lésung wurde mit dem Pyknometer 
ermittelt 
20° 
D 40 1,0223. 
Aus der beobachteten Drehung wurde berechnet: 
faPt5 — 52°. 67. 
Nach der Formel von Tollens, Landolt-Bérnstein?), berechnet sich: 
[a]p = 52°. 63 (t = 20°; p = 6,09). 

1) Treadwell, Kurzes Lehrb. d. anal. Chem., 7. Aufl., 2, 549. Leipzig 

und Wien 1917. 


2) Tollens, Landolt-Bérnstein, Physik.-chem. Tabellen, 4. Aufl., Ta- 
belle 228b, S. 1054. Berlin 1912. 
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Bei allen Reduktionsmethoden zur Zuckerbestimmung macht es’ 
sich stérend geltend, daB das Oxydationsmittel auch ohne Anwesenheit 
der Glucose teilweise reduziert wird. Diese sogenannte Eigenreduktion 
oder Blindwert ist auch bei der Ferricyanidmethode unvermeidlich. 
Dieser Blindwert beruht unserer Meinung nach auf mehreren_ ver- 
schiedenen Ursachen. Eine von diesen ist die Anwesenheit von Mikro- 
organismen; so wird die Eigenreduktion groB gefunden werden, wenn 
man destilliertes Wasser, das unter gewOhnlichen Bedingungen lingere 
Zeit aufbewahrt ist, benutzt. Ferner haben wir mehrmals beobachtet, 
da® frisch destilliertes Wasser eine eben beobachtbare Reduktion des 
Ferricyanids, und zwar selbst in der Kilte bewirkt, wihrend Wasser, 
das einige Tage im Eisschrank aufbewahrt gewesen ist, keine solche 
Wirkung aufweist. Deshalb haben wir angenommen, da8 in frisch 
destilliertem Wasser eine winzige Spur von Wasserstoffsuperoxyd vor- 
komme. Friiher hatte man den Blindwert, das heiBt die Menge von 
Oxydationsmittel, die in einem Blindversuch reduziert wird, als Kor- 
rektion derart berechnet, da man von dem im eigentlichen Versuch 
gefundenen Verbrauch an Oxydationsmittel den betreffenden Blind- 
wert subtrahiert. Eine solche Berechnung ist nur erlaubt, wenn der 
Verbrauch an Oxydationsmittel mit der anwesenden Glucosemenge 
proportional ist. Dies ist aber meistens, so auch bei der Ferricyanid- 
methode, nicht der Fall. Wir haben den Blindwert als Glucose zu be- 
rechnen vorgezogen, welches dadurch méglich wird, daB die reduzierte 
Ferricyanidmenge mit der anwesenden Glucosemenge proportional ist, 
sobald es sich um kleine Glucosemengen handelt. 

Um die Relation zwischen anwesender Glucose und reduziertem 
Ferricyanid zu ermitteln, wurden 0,2000 g Glucose in Wasser bis 1 Liter 
gelést; von dieser Lésung wurden 200 ccm abgemessen und auf 1 Liter 
ergiinzt. Von dieser Lésung wurden je sechsmal die folgenden Mengen 
mit méglichst geeigneter Biirette in Praparatengliser abgemessen: 


0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 und 9 ccm. 


Siimtliche MeBgeriite waren mit Chromsiiure-Schwefelséure sorg- 
filtig gereinigt und mit Wasser ausgewogen worden. Das Volumen 
wurde durch Zusatz von Wasser auf 12 ccm ergiinzt, und zu jedem 
Priparatenglas wurden schlieBlich 2ccem einer 0,005 n Kaliumferri- 
cyanidlésung, die gleichzeitig 0,1 Mol. Natriumcarbonat im Liter ent- 
hielt, zugesetzt. Nach Mischung wurde im Wasserbade 15 Minuten 
erhitzt und nach Abkiihlung und Zusatz von Kaliumjodid-Zinksulfat- 
Natriumchloridlésung mit Natriumthiosulfat, dessen Titer gegen 
n/200 KJO, sowie n/200 J eingestellt war, titriert. Titrierung der 2 ccm 
Ferricyanidlésung ohne vorherige Erhitzung ergab: 


2,00, 1,99, 1,99, 2,00, 2,00, 2,00, Durchschnitt 1,997. 
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Simtliche Resultate sind in folgender Tabelle niedergelegt : 


Tabelle IV. 





Milligrarom Milligramm 
Glucose Glucose 0,005 n Kaliumferricyanid ccm Durchschnitt 

abgemessen korrigiert 
Blindwert 0,000 0.004 0.02 0,02) 002 0,02 003 0,03 0.023 
0.020 0,024 0.14) 0.14) 0.14 O14 O14 O14 0,140 
0,040 0,044 0,25 | 0.26) 0.25 0,26 0.25 025 0,253 
0.080 0,084 0.48) 048) 047 O47 046 048 0.473 
0,120 0,124 0,70) 0.69) 0.70 0,70 0,70 0,71 0,700 
0.160 0,164 0,92 | 0,94! 0,92 0,92 0,94 0,94 0,930 
0,200 0,204 1,15) 1,16) 1,14) 1,14) 1,16 1,14 1,148 
0,240 0,244 1,36) 136) 136 1,35, 1,36 1,36 1,358 
0,280 0,284 1,57} 1,57| 1,57; 1,58| 1,57) 1,57 1,572 
0,320 0,324 1,77; 1,76) 1,77) 1,76) 1,77, 1,77 _ 1,767 
0,360 0,364 1,94; 1,93; 1,92 1,92) 1,93 1,94 1,930 


Die Korrektion des Glucosewertes geschieht, nach den oben an- 
gegebenen Prinzipien, durch folgende Berechnung (x = Blindwert als 
Glucose berechnet) 

. = _. x = 0,004 mg Glucose. 
0,020 + x 0,140 

Fiir die weitere Bearbeitung des Zahlenmaterials wurde folgende 
Formel rechnerisch ermittelt (@, Glucose in Milligrammen; K, Kalium- 
ferricyanid in Kubikzentimetern 0,005 n). 

0,0050 K 

2,27+K 

Die Verwendbarkeit der Formel geht aus folgender Zusammenstellung 
hervor: 


G = 0,1735.K 


Tabelle V. 





~ , Glucose 

. cht com 6,008 la 

‘Towns . || abgemessen gefunden eneanas 

dmg dmg 

0,140 0,240 0,246 + 0,006 
0,253 0,440 0,445 + 0.005 
0,473 0,840 0.833 — 0,007 
0,700 1,240 1,237 +> 0,003 
0,930 1,640 1,648 +. 0,008 
1,148 2,040 2,043 + 0003 
1,358 2440 2 ‘51 — 0009 
1,572 2.840 2.839 + 0001 
1,767 3,240 3,243 L 0003 
1,930 3,640 3,632 > 0008 
2,000 — 3,840 ae 


Mit Hilfe der Formel ist eine Tabelle, welche aus praktischen 
Grimden das Thiosulfat als Eingang benutzt, berechnet und am Schluf 
dieser Abhandlung angebracht. 


eee ae 
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Weder die Kaliumferricyanidlésung noch die Natriumthiosulfat- 
l6sung ist unter allen Umstinden haltbar; es empfiehlt sich daher, eine 
0,005 n Kaliumjodatlésung, die unbedingt haltbar ist, vorritig zu haben 
und durch diese den Titer der Natriumthiosulfatlésung zu ermitteln. 
Kin kleiner Fehler im Titer der Ferricyanidlésung wird in den Blindwert 
aufgenommen und dadurch eliminiert. Um dieses sicherzustellen, sind 
einige Bestimmungen von bekannten Glucosemengen mit einer 5% zu 
schwachen Kaliumferricyanidlésung vorgenommen; hierbei hat man 
keine Fehler gefunden, wenn die Glucosemenge 0,3 mg nicht tibersteigt. 

Um die Ferricyanidmethode bei der Bestimmung des Blutzuckers 
zu benutzen, miissen die Proteinstoffe des Blutes entfernt werden. 
Keine der besten bekannten Methoden hat sich fiir unseren Zweck voll- 
standig bewahrt; so ist in einigen von unseren Versuchen mit kol- 
loidalem Eisen eine Spur von Eisenverbindungen ins Filtrat geraten. 
Deshalb haben wir die Fillung der Proteinstoffe mittels frisch gefilltem 
Zinkhydroxyd und kurzer Erhitzung vorgezogen. 

Die Fallung gestaltet sich folgendermaBen: In ein Priparatenglas 
(15 x 150mm) wird lcem n/10 NaOH abpipettiert und 5 ccm einer 
0,45 proz. Zinksulfatlésung zugesetzt, wonach ein gelatindser Niederschlag 
aus Zinkhydroxyd entsteht. Der Uberschu8 des Zinksulfats ist so 
bemessen, daB die Lésung nie alkalisch wird, selbst wenn die Abpipet- 
tierung der Lisungen recht ungenau ausgefiihrt wird. 

Nun wird 0,l1-cem Blut mittels Kapillarpipette abgemessen, in die 
Zinkhydroxydaufschlammung ausgeblasen und die Pipette zweimal mit 
der Mischung ausgespiilt und leergeblasen, wonach das Praparatenglas 
in siedendem Wasserbade 3 Minuten erhitzt wird. Hierdurch bildet sich 
ein kristallklares Fluidum, in welchem der Proteinstoff als grobe, graue 
Koageln herumschwimmt. 

Die Mischung wird in einen Glastrichter von 3 bis 4cm Durch- 
messer, der mit einem kleinen Filter aus ausgewaschener, mit Wasser 
naB gemachter, nicht fest angedriickter Baumwolle beschickt ist, ein- 
gegossen, wahrend der Trichter in einem Praparatenglas (30 x 90 mm) 
verweilt. Der Trichter und Filter wird zweimal mit je 3 cem Wasser 
ausgewaschen. Nach Zusatz von 2 ccm alkalischer Kaliumferricyanid- 
lésung wird das Glas 15 Minuten in siedendem Wasserbade erhitzt. 

DaB die Proteinstoffe in der beschriebenen Weise vollstindig ent- 
fernt worden waren, geht daraus hervor, daB Jolles Probe im Filtrat 
negativ ausfiel; auch die nach J. Bangs Mikromethode im Filtrat aus- 
gefiihrte N-Bestimmung ergab é¢inen dem normalen ,,Rest-N“ ent- 
sprechenden Wert. 

Ferner wurde folgender Kontrollversuch ausgefiihrt: Von einer 
Glucoselésung wurde sechsmal 0,1 ccm abgemessen ; in drei Proben wurde 
die Glucose direkt nach der Ferricyanidmethode bestimmt, gefunden : 
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0,273, 0,274, 0,274 mg. Mittel 0,274 mg. In den anderen drei Proben 
wurde die Glucose nach Zusatz von Zinkhydroxyd, Erhitzen im Wasser- 
bade, Filtrieren und Auswaschen bestimmt, gefunden: 0,273, 0,274 und 
0,275 mg Glucose. Mittel 0,274 mg. 

Weiter wurde der Glucosegehalt in einer Probe von Oxalatblut durch 
12 Analysen ermittelt. Hiernach sind 20mg Glucose in einem 25 cem- 
MeBkolben abgewogen und mit demselben Blute auf 25 ccm eingestellt 
worden. Nach Auflésung und guter Mischung wurden wieder 12 Analysen 
ausgefiihrt. 





Glucose 
Of, %y Wo 5 Oi 
Fiir jed 0,065 0,063 0,065 | 0,062 0,063 0,065 
Besti gece 0.065 | 0,065 0,063 0,062 0,065 0,062 Mittel : 0.064 
Summung 0,145 | 0,143 0,145 0,143 0,143 0,143 


O,leem Blut 9/143 0.143 0.145 0,143 O14 O14 Mittel:0,143 


Differenz: 0,079. Sollwert: 0,080. 


Die Prizision der Methode geht ferner aus folgender Analysenreihe 
hervor: 





Fiir jede 0,060 0,060 0060 0,058 
Bestimmung 0,063 0,060 0,061 0,058 
0,lcem Blut | 0,061 0,061 0,060 0,061 


»Prozent’* d. h. g 
in 100 ccm 


Die Prizision der Methode ist also eine ganz bedeutende. 

Die Ausfiihrung der Methode erfordert keine besondere Ubung. 
Mit der von uns angegebenen Apparatur lassen sich in einer Stunde 
18 Analysen bequem ausfiihren und berechnen. Aus _praktischen 
Griinden ist es wiinschenswert zu wissen, inwiefern ein Stehenlassen der 
Blutprobe, ehe die Analyse vorgenommen wird, erlaubt ist. Einige 
Proben sind deshalb teils unmittelbar nach der Probeentnahme, teils 
spiter analysiert worden. Das Aufbewahren geschah bei Zimmer- 
temperatur nach dem Filtrieren und Auswaschen. Es wurde gefunden: 





Glucose 
Mittel 
> Oo Oo 
Sofort analysiert ........ 0,084 0,086 0,082 0,084 
Nach 650 Stunden analysiert . . 0,081 0,082 0,084 0,082 
» 100 = a a? 0,084 0,082 —_ 0,083 


Weiter ist untersucht worden, inwieweit es angeht, das Gemisch 
von Blut und Zinkhydroxyd vor dem Erhitzen stehen zu lassen, wobei 
eventuell eine Glykolyse eintreten kénnte. Die folgenden Versuche 
zeigen, da® ein Stehenlassen der Proben bis zu einigen Stunden zu- 
lissig ist: 
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Tabelle VI. 










Glucose 
Oxalatblut, Mensch 


‘lo 0 





: Koaguliert sofort ...... 0,115 O.115 0.119 
% nach 44, Stunde . | 0117 | O115 | 0.115 
- ns oe 99 . || 0,115 | 0,117 C115 
9 ew ss . | O15 | 0117 | 0113 
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Die Einrichtung der Apparatur ist aus der Illustration ohne weiteres 
verstiindlich. Die automatische 2 cem-Pipette wird fiir die alkalische 
Ferricyanidlésung, die 2 ccm-Biirette, die in 0,02 cem eingeteilt ist, fiir 
die Thiosulfatlésung verwendet. Beim Auswaschen der Fiallungsgliser 
und Filtertrichter benutzt man zweckmibig groBe, in 3 cem eingeteilte 
Pipetten. Das Spiilwasser la8t man an der Wand des Priiparatenglases 
unter Rotieren desselben ecinflieBen. 


Beispiel der Berechnung einer Analysenreihe: 





A B 3) Be ake 
» > lo 7 . = 
Nee . ‘oe aon Der Tabelle Blindwert 
thiosulfatlosung 1,90 entnommen 
ee ere ae ines” 1.26 1.33 0,119 O.111 
Beh id sow oe ln ha gt cate 1,32 1,39 0,108 0,100 
ESS ang ene 1.00 1,05 0,168 0,160 
| Sie eee 1.16 1,22 0,138 0,130 
Blinder Versuch. . . 1.86 1,95 0.008 
99 - rs 1.85 _- - 
2ceem 0,005n Jodat . 1,90 — 
S..;° 6£006n: (33° °". 1.90 


Erforderliche Lésungen: 
Zur Proteinfillung: NaOH n/10 
0,45 °% Zinksulfat. 

Wenn diese Lésungen eine Zeitlang gestanden haben, wird der 
Blindwert nach und nach gréBer. Es empfiehlt sich daher, sie etwa alle 
8 Tage aus Stammlésungen frisch herzustellen. Als Stammlésungen 
kann man passend 2n NaOH und eine Zinksulfatlésung, die in 100 cem 
Lésung 45 ¢ Zinksulfat enthilt, vorriitig halten. 

Zur Zuckerbestimmung : 

1. Eine wiisserige Lésung, die in | Liter 1,65g Kaliumferricyanid und 
10,6 g ausgegliihtes Natriumearbonat enthalt. Gegen Licht zu schiitzen. 

2. Kaliumjodid-Zinksulfat-Natriumchloridiésung : 


PM AIRIOGIG. P25 s ate 5g 
Bink ee Oe ee 
Natriumehblorid’. ..... 50g 
Wasser bis. ...... .. 200ccm 


Die Lésung ist nicht absolut haltbar, weil das Kaliumjodid ge- 
spalten wird. Deshalb empfichlt es sich, die Lésung ohne Kaliumjodid 
in groBer Menge vorritig zu haben und nach und nach kleine Portionen 
mit Kaliumjodid zu bereiten. Ist freies Jod in der Lésung vorhanden, 


kann dieses mittels Filtrieren durch dickes Filtrierpapier fast voll- 
stiindig beseitigt werden. Kleinere Fehler werden durch den Blind- 
versuch eliminiert. 


were 


a a Re Ae 
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3. Essigsiurelésung : 
WOE ss as se ee a eee 
West bio = A, 
Der Eisessig muf eisenfrei sein. Eisessig ,,kahlbaum* hat sich 
bewahrt. 
4. Stirkelésung: 
1 g lésliche Starke wird in 100 ccm wisseriger, gesiittigter Natrium- 
chloridlésung gelést. 
5. Natriumthiosulfatlésung : 
0,7 g Natriumthiosulfat werden in 500ccm Wasser gelést. 
Die Herstellung der Lésungen erforderf keine besondere Sorgfalt. 
Nur die zur Titerstellung zu benutzende Kaliumjodatlésung mu 
absolut richtig'sein. Sie wird in der Weise hergestellt, daB 0,3566 g 
wasserfreies Kaliumjodat in Wasser bis 2 Liter gelést wird. 


Zusammenfassung. 
Ks wird eine Methode zur Mikrozuckerbestimmung mittels Kalium- 
ferricyanid angegeben. 





com n/200 Natriumthiosulfat — mg Glucose 


LE SES I Ps a Ye 


0,0 | 0,385 | 0,382 0,379 0,376 | 0,373 0,370 0,367 0,364 0,361 0,358 
0:1 | 0,355 | 0.352 0.350 0,348 | 0,345 0,343 0.341 0,338 0,336 0,333 
02 | 0,331 | 0,329 0,327 | 0/325 | 0,323 | 0,321 | 0/318 | 0,316 0,314 0,312 
03 | 0310 | 0,308 | 0:306 0,304 | 0,302 | 0,300 0.298 0,296 0294 0,292 
0,290 | 0,288 | 0,286 0,284 0,282 0,280 0.278 0,276 0,274 0/272 
(0,270 | 0,268 | 0,266 | 0,264 0,262 | 0,260 0,259 0,257 | 0,255 | 0/253 
0,6 0,251 | 0249 | 0,247 0/245 0,243 | 0,241. 0.240 0.238 

0,232 | 0,230 | 0,228 | 0,226 0,224 0222 0221 0219 0217 | 0.215 


So: 

Cum © 
— 
° 
LS] 
ss 


0.7 
0.8 0213. 0211 | 0,209 | 0,208 0,206 0,204 0,202 | 0,200 0,199 | 0,197 
0.9 0,195 0,193 | 0,191 0,190 0,188. (0,186 0,184 0,182 0181 , 0,179 
1,0 0,177 | 0,175 0,173 0,172 0,170 | 0,168 | 0,166 | 0,164 0,163 0,161 
LL ° 0,159 | 0157 , 0155 | 0,154 | 0,152 | 0,150 0,148 0,146 0,145, 0,143 
12 | 0141 0139), 0,138. 0,136 0,134 | 0,132 | 0,131 | 0,129 0,127, 0,125 


0,124 | 0/122 0,120 | 0,119 | 0,117. 0,115 | 0,113, 0,111 | 0,110 | 0,108, 
| 0,106 | 0,104 | 0,102 | 0,101, 0,099) 0,097 0,095'| 0,093 0,092 | 0,090 
| 0,088 | 0,086 | 0,084 | 0,083 0,081 0,079 0,077 0,075 0,074 | 

0,070 | 0,068 | 0,066 | 0,065 0,063 | 0,061 | 0.059 | 0,057 0,056 0,054 
0,052 | 0,050 | 0,048 | 0,047 0,045 | 0,043 | 0,041 0,039 0,038 | 0,036 
0,034 0,082 | 0,031 0,029 0,027 | 0,025 | 0,024 0,022 | 0,020 0,019 
0,017 0,015 | 0,014 0,012 0.010 | 0,008 | 0,007 0.005 0,003 0,002 
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Uber Fermente der Verdauungsorgane der Honigbiene. 
Von 
FE. Sarin. 


(Aus dem Laboratorium fiir Chemie der Nahrungs- und GenuBmittel der 
Universitat Riga.) 


(Eingegangen am 16. Oktober 1922.) 


Im Jahre 1873 stellten Fischer und Siebold bei der Honigbiene ferment - 
ausscheidende Speicheldriisen fest. 

Kin Jahr spater bewiesen Erlenmeyer und Planta‘), daB sich sowohl 

im Organismus der Biene, als auch im Bienenbrot und im Pollen Stoffe 
befinden, die fermentative Eigenschaften haben. Die genannten Forscher 
zergliederten 152 Arbeitsbienen in Kopf, Brust und Hinterleib und stellten 
aus jedem dieser drei Teile einen Glycerinauszyg her. Es erwies sich, daf 
alle drei Ausziige Starke in Dextrine un ip Scr dagegen in 
Invertzucker verwandelten; dabei zeigten die A¥ysztige, diecaug,Kopf und 
Hinterleib der Bienen bereitet waren, eine weit’ PréBere Aktivitat als der 
dritte, aus der Brust bereitete Auszug. AuBerdem enthielten die beiden 
erstgenannten Ausziige noch ein Ferment, das Blutfibrin liste, waihrend 
der dritte auf Fibrin keine Wirkung ausiibte. Die Methodik, deren sich 
Erlenmeyer und Planta bei der Bereitung ihrer Ausziige bedienten, ist 
giinzlich ungeeignet, da der aiuBeren Zergliederung des Bienenkérpers in 
Kopf, Brust und Hinterleib keineswegs die Teilung des Darmkanals in 
charakteristische Abschnitte entspricht. Die Sektion einer Biene ergibt, 
da8B der Vorderdarm den Kopf und die Brust durchzieht und in den Hinter- 
leib miindet, wo er sich mit dem Mitteldarm vereinigt; auch der hintere 
Darm liegt im Hinterleib. Wegen dieser Lage der Teile des Darmkanals 
wird beim Abtrennen von Kopf und Brust der Mitteldarm zerstiickelt, 
wobei sein hinteres Ende und alle iibrigen Teile des Darmkanals im Hinter- 
leib zuriickbleiben. Es ist klar, daB es bei dieser Lage der Dinge unmédglich 
ist, einigermaBen entscheidende Resultate zu erhalten. Die Hoffnungs- 
losigkeit einer derartigen Methodik wird noch dadurch erhéht, daB sich 
im Kopfe und in der Brust ein verwickeltes System von Speicheldriisen be- 
findet. Bei der Untersuchung von Ausziigen aus Teilen des Bienenkérpers 
kann man unmédglich feststellen, welchem seiner Bestandteile diese oder 
jene Wirkung zuzuschreiben ist, dem Darm, den Speicheldriisen oder irgend 
einem anderen Korpergewebe, wie z. B. der Hamolymphe, dem Nerven- 
gewebe oder anderen. Hrlenmeyer und Planta bereiteten auch einen Glycerin- 
sauszug aus Bienenbrot und zeigten, daB es gleichartige, jedoch stirkere, 
fermentative Eigenschaften besitzt als die friiher erwahnten Ausziige. 
Auch der frische Pollen verwandelte Starke in Dextrine und Zucker und 

Saccharose in Invertzucker. 

Axenfeld?) wandte eine richtige Methodik an, indem er den Darm- 
kanal der Bienen in drei Teile zergliederte; diese Teile fiigte er zu einer 


1) Erlenmeyer und Planta, Chem. Zentralbl. 1874, 8. 790. 
2) Axenfeld, Zentralbl. f. Physiol. 17, 268, 1903. 
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SaccharoselOsung, wobei es sich erwies, da® die starkste Wirkung der 
Vorderdarm ausiibte, die schwichste aber der hinterste Teil des Darmes; 
auch der Honigmagen war sehr wenig aktiv. Daher nimmt Avenfeld an, 
dai nur der Vorderdarm das Ferment enthalt. Petersen!) befaBte sich 
wihrend seiner Studien tiber die Verdauung der Honigbiene auch mit der 
Bestimmung von Fermenten in ihren Verdauungsorganen. Im Glycerin- 
auszug des Bienenmagens konnte er folgende Fermente nachweisen: Dia- 
stase, Invertase und ein peptolytisches Ferment, das Fibrin léste und Pepton 
spaltete. 


Eigene Untersuchungen. 


Die Lebensbedingungen der Biene im Winter unterscheiden sich 





scharf von denen des Sommers, sowohl in Hinsicht auf die Nahrungs- 
aufnahme, als auch auf die Defiikation. Man kann von vornherein 
annehmen, da} der Stoffwechsel der Biene in den verschiedenen Jahres- 
zeiten verschiedenartig ist. Ihr geschlechtlicher Dimorphismus, der 
auf die Arbeitsteilung des Bienenstaates und die Verschiedenheiten der 
physiologischen Funktionen ihrer Glieder tief einwirkt, kann auch in 
der Arbeit ihrer Verdauungsorgane zum Ausdruck kommen. Dieser 
Umstinde eingedenk, haben wir im ganzen 795 lebende Bienen, sowohl 
Arbeiterinnen als auch Drohnen, in verschiedenen Jahreszeiten ein- 
gesammelt und der Untersuchung unterworfen. Um die nétige Menge 








Auszug aus dem Darmkanal zu erhalten, mu man jedesmal mehrere 
Bienen 6ffnen. Diese Arbeit wurde (wie das auch bei der vorigen Arbeit 
geschehen war) von FL. N. Pawlowski getan, der seinerseits auch die 
anatomisch-histologische Untersuchung der Verdauungsorgane der Biene 
ausfiihrte*). Die durch Chloroform oder Ather getéteten Bienen 
wurden gedffnet und ihr Darmkanal mit Hilfe des Skalpells 
in folgende Abschnitte zerlegt: a) Honigmagen (Vorderdarm), 
b) Magen (Mitteldarm), c) Diinndarm (vordere Halfte vom hinteren 
Teil des Darmes) und d) Rektum oder Dickdarm (hinteres Ende 
vom hinteren Teil des Darmes). Jeder einzelne Darmabschnitt 
wurde von seinem Inhalt befreit und sorgfiltig mit physiolo- 
gischer Kochsalzlésung durchgespiilt, dann in ein entsprechendes 











Schalchen gebracht, auf dessen Boden sich ein wenig ausgegliihter See- 
sand befand. Auferdem kamen in jedes Schalchen zwei bis drei Tropfen 
Glycerin oder einer anderen Fliissigkeit, die man zum Bereiten des 
Auszugs benutzen wollte. Als nichstes wurde der Inhalt jedes Schil- 
chens mit einem Pistill zerrieben, bis eine gleichférmige Masse ent- 
standen war, worauf in jedes die notwendige Menge Glycerin oder einer 
andern Fliissigkeit gegeben, alles gut umgerithrt und in ein Glas mit 
eingeschliffenem Stopfen gegossen wurde. Auf diese Weise wurden 





1) Petersen, Pfliigers Arch. 145, 121, 1912. 
*) Pawlowski and Sarin, Quarterly Journ. of Microscop. Science 66, 
Part III, 1922. 
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simtliche Ausziige aus den Teilen des Darmes bereitet. Es mu bemerkt 
werden, daB die Einmiindungen der Mal pighischen GefaBe, wie auch diese 
GefaiBe selbst, bei der Priparierung entfernt wurden und nicht in die 
Ausziige gerieten; héchstens zufallig konnten vielleicht einige R6hrchen 
an der Oberflache des Darmes nachgeblieben sein. Die bei der Bereitung 
der Ausziige benutzten Fliissigkeiten waren: a) Glycerin, b) destilliertes 
Wasser, ¢) ein Gemisch aus gleichen Teilen der beiden eben genannten 
Fliissigkeiten, und d) physiologische (0,75 °,) Kochsalzlésung. Als Anti- 
septikum kamen noch einige (5 bis 10) Tropfen Toluol hinzu. Die Glaser 
wurden einige Male stark umgeschiittelt und blieben dann bei Zimmer- 
temperatur und LichtabschluB bestimmte Zeiten stehen. 
Tabelle I. 


Die Zubereitungsarten der Ausziige aus dem Darmkanal der Bienen, die 
zu den Versuchen benutzt wurden. 





- PA 3 S 
Be Zahl der Bienen, aus ‘3 8 es 
£5 eo Fr vt Thastethaned % 3 Art der Flissigkeit se 
a 6 herausprapariert wurde 23 ae 

FE 2 5* 

1 23.X. 1916 90 Arbeiterinnen 30 Glycerin 10 

2'' 7.1V.1917 | 60 : 25 : 10 
3 | 22. VI. 60 e 25 Wasser 10 

4 22. VI. 30 © 12,5 Glycerin 5 
5 | 20. VII. 50 Drohnen 25 2 10 
6, 21. 1X. 40 Arbeiterinnen 20 es 8 

7. 16, XI. 30 % 30 15 cemGlye. + 15 cemWasser 10 

8 31.11.1918 30 “ 30 6115 _,, we Ph. - 10 

9 31.111. 30 43 30 Wasser 10 
10 14. 1V. 15 m 15 7,5eemGlye.+ 7,5cemWasser 5 
Wl 15.1V 15 a 16 | 7,5 ,, + 7,5 5 
12 21. 1V. 15 i 15 | 7,5 75 5 
13 23. 1V. 15 15. | 7,5 7,5 5 
14 (17. VI. 15 16 | 7,5 7,5 5 
1517. VI. 15 15 | 7,5 7,5 5 
16 17. VI. 15 16 | 7,5 + 7,5 5 
17 || 2. VIL. 25 bs 50 | 7,5 7,5 10 
18 3. VIL. 15 Drohnen 156 7,5 7,5 5 
19 | 3. VII. 25 Arbeiterinnen 50 7,5 75 10 
20 «6. VIL. 25 Un es Seer ore 2 10 
21; 6. VITI. 15 15 Wasser 5 
22 «6. VIII. 15 15 7,5eemGlye.+ 7,5eemWasser 5 
23 «6. VITT. 15 15 Glycerin 5 
24 20. VIIT, 25 \50 25 ccm Glyc. + 25cem Wasser 10 
25 20, VILL. 15 15 Wasser 5 
26 «20. VIII. 15 i 15 Glycerin 5 
27 «20. VIII. 15 is 15 Physiolog. Kochsalzlésung 5 
28 20. VIII 15 ss 15 7,5eemGlye.+ 7,5ceemWasser 5 
29  24.X 25 ee 50 (25 , » +25, i 10 
30 24. X. 25 ra 50 Wasser 10 


Im ganzen: 795 Bienen 
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Die Konzentrationen der Ausziige waren verschieden. Anfangs 
wurden starke Ausziige benutzt — 90 Bienen auf 30 ccm Fliissigkeit 
ausgezogen. Im Laufe der weiteren Versuche erwies es sich als zweck- 
entsprechender weniger starke Ausziige zu benutzen, und schlieBlich 
blieben wir bei 25 Bienen auf 50 ccm Fliissigkeit. Die Ausziige wurden 
aus Bienen hergestellt, die in verschiedenen Jahreszeiten eingesammelt 
worden waren. Im ganzen wurden 30 Versuche ausgefiihrt, deren Einzel- 
heiten aus Tabelle I zu entnehmen sind. 

Die niichstliegende Aufgabe der vorliegenden Arbeit war die 
qualitative Bestimmung der Fermente in den verschiedenen Teilen 
des Darmkanals der Biene; die Fermente der Speicheldriisen wurden 
vorlaufig nicht beriicksichtigt. 

Es wurden bestimmt: Katalase, Amylase, Inulinase, Lactase, 
Invertase, Lipase, Pepsin, Trypsin, Chymosin und Emulsin. 


Katalase. 

Uber das Vorkommen von Katalase im Bienenorganismus finden sich 
in der Literatur keine Angaben. Zur Bestimmung des Ferments wurden 
2 cem des 24stiindigen Auszuges mit 8 cem Wasser vermischt, filtriert und 
10 ccm frisch bereitete Iproz. Wasserstoffsuperoxydlésung hinzugefiigt. 
In einem von mir!) konstruierten Apparat wurde dann die Menge Sauer- 
stoff festgestellt, die sich in 24 Stunden aus der Mischung entwickelte. 
Selbstverstandlich wurden bei allen Analysen Kontrollversuche angestellt. 
Die erhaltenen Kesultate sind in folgender Tabelle II wiedergegeben. 

Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB die Katalase ein spezifisches Sekret 
des Bienen- und Drohnenmagens ist. Von diesem Teil des Darmkanals 
wird das Ferment ununterbrochen im Laufe des ganzen Jahres ausge- 
schieden, wihrend es im Dickdarm nur im Friihling festzustellen war. 

Den letztgenannten Umstand kann man dadurch erklaren, da8 sich 
die Biene wihrend ihres sechsmonatigen winterlichen Verweilens im Stock 
nicht entleert und den ganzen Darminhalt bis zum ersten Ausflug im 
Friihling bei sich behalt. Die Kotanhiufung im Dickdarm wird durch 
eine Katalaseausscheidung begleitet, die anscheinend als Regulator bei ver- 
schiedenen Oxydationsprozessen dient und den Uberschu8 an Peroxyden 
im interzellularen Stoffwechsel vernichtet. Nach dem ersten dreistiindigen 
Ausflug der Bienen im Friihling findet man im Dickdarm nur sehr wenig 
Katalase, und nach 2 Tagen ist sie véllig verschwunden, wie die Versuche 
Nr. 8 und 9 der Tabelle IT zeigten. 

Interessant und vom praktischen Standpunkt wichtig ware es, im 
Vergleich zu unseren Bienenarten, die Frage des Vorkommens von Katalase 
bei den Bienen des Siidens aufzuklairen, deren Winterruhe nur eine sehr 
kurze Zeit dauert. 

Man kann von vornherein annehmen, daB sich im Dickdarm der siid- 
lichen Bienen kleinere Kotmengen anhiaufen als bei den nérdlichen Bienen, 
und daB die Oxydationsprozesse bei den ersteren mit anderer Geschwindig- 
keit ablaufen als bei den letzteren. 


1) Sarin, Apparat zur Katalasebestimmung. Arbeiten aus dem land- 
wirtschaftlich-bakteriologischen Laboratorium des Ackerbauministeriums, 
8.11. Petersburg 1913 (russisch). 
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Tabelle II. 
Katalase im Darmkanal der Biene. 





Nummer 


Tie OS bo 


_—— 
an DR — « 
le 


_ 
me 





Zeit der 
Ausfihrung 
des Versuchs 


. TV. 1917 
it Vi. 

. Xl 
IV 
ev. 
bE: 
. IV. 
. IV. 
. IV. 
Bs 8 
ky gd 
. VIL. 
. VIL. 
. VIT. 
. VII. 


Durch eine diesbeziigliche Untersuchung kénnte vielleicht 
werden, warum es nicht méglich ist, siidliche Bienen im Norden zu akkli- 
Wenn sie in den Norden iibergefiihrt werden, so kommen sie 
in die ihnen ungewohnten Bedingungen der langen Winterruhe, und folglich 
haufen sich in ihrem Dickdarm groBe Kotmengen an. 
daB ihr Organismus, der an solche Bedingungen nicht angepaSt ist, ver- 
schiedenen Erkrankungen ausgesetzt ist, unter denen verheerende Durch- 
fille wohl den ersten Platz einnehmen. 
Um festzustellen, ob die Sekrete der verschiedenen Teile des Darm- 
kanals bei einer gegenseitigen Mischung einander nicht stimulieren, be- 
stimmten wir die Menge Katalase bei allen méglichen Kombinationen 
der Ausziige: in jedem einzelnen Falle wurden je 2 cem der unten erwahnten 
Ausziige benutzt: 


matisieren. 


Konzentration und Zusammensetzung des Auszugs 


60 Bienenmagenin25 cem Glye. 


30 e », 12,5 

30 ss oS ca . +15 eem Wasser 
30 ‘i ya » +16 
30 ,, 30 ,, Wasser 

15 7,5 Glye.+ 7,5 
15 7,5 ag ie OS 
15 7,5 eae 
15 7,5 + 7,5 
15 rey f + 7,5 
25 , 25 + 25 
25 “ 5) 20 + 25 
15Drohnenmagen,, 7,5 + 7,5 
25 Rienenmagen ,, 25 + 25 
25 3 25 1. 25 


Honigmagen 


Sauerstoff in com 


Magen 


aufgeklirt 


Es ist verstandlich, 





8 ome 
NN a atti helio sein cede es 


D Diinndarm 


Diese Versuche zeigen, da$ im Friihling Katalase, auSer vom Magen, 
nur noch vom Dickdarm ausgeschieden wird (Versuche A, C, D). 
iibrigen zwei Abschnitte des Darmkanals (Honigmagen und Diinndarm) 


1) Fiir den Versuch Nr. 8 sind soleche Bienen genommen worden, die 
bereits ihren ersten Friihjahrsausflug gemaeht hatten, wobei der Inhalt 
des Dickdarms entleert worden war. 


Fruhling 
1. IV. 1918 


ccm 


A Honigmagen -}+ Diinndarm + Dickdarm . . . | 4,0 
B Me ae 


pare aed “et 0,0 
MC ese Sst aia 7 4.0 
+ 

+ " eles i 3.9 


Sommer 


4. VIL 1918 
com 


0 
0 
0 
0 


Dunndarm 


ap corer rere erie 98: 


isin tnigsiinssh theeneagtlanadoemtene 
ac dasa) >. 
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scheiden weder einzeln, noch im Gemisch mit anderen (B) Katalase aus; 
im Sommer hingegen, bei normaler Nahrungsaufnahme der Bienen, wird 
das Ferment nur durch den Magen erzeugt. Um den Einflu8 der Auszugs- 
dauer der Extrakte auf die Aktivitiit der Katalase zu studieren, wurden 
besondere Versuche unternommen. In einer Portion wurden die einzelnen 
Teile des Darmkanals mit frisch ausgegliihtem Seesand unter Zugabe 
einiger Tropfen Glycerin sorgfiltig verrieben; die erhaltene Emulsion wurde 
mit einem Gemisch gleicher Teile Wasser und Glycerin verdiinnt und 
zehn Tropfen Toluol hinzuyefiigt. Zur Bereitung der zweiten Portion 
wurden dieselben Teile des Darmkanals benutzt, nur wurden die Stiickchen 
nicht verrieben, sondern so, wie sie waren, in ein Glycerin-Wassergemisch 
getaucht. 

In der Tabelle III sind die Zeitabschnitte der Katalaseeinwirkuny, 
sowie die Resultate der Bestimmung angegeben. 


Tabelle III. 
Einflu8 der Dauer der Extraktion aus dem Darmkanal auf die Aktivitat 
der Katalase im Zusammenhang mit der Herstellungsweise des Auszugs. 








Nummer 


16 
l6a 
17 
l7a 
18 
18a 
19 
19a 
20 
20a 
21 
2la 


Zeit der Ausfiihrung 
des Versuchs 


18. VI. 1918 


4.VII. 2.VIL. 


Die Dauer der Extraktion aus den Teilen des 








Darmkanals in verriebenem sowie unverriebenem 


= Zustande 
| 
: z ‘ 2 0.4 2 § 
Konzentration und Zusammens an 7 oe) ey & Perey 27S! Si eg 
setzung des Auszugs Bf 2 3 ¢ Pe F. & | 3 & cic 
o 2 ea eS ee a eee Se | 
$+) 8 | 
Sauerstoff in ccm 
Verriebene .) Honig: 09 | 0 —/0 — — — — 
Unverriebene || magen/0 | 0 |—| 0 | —|—/| —|—/— 
15 Bienen- | Verriebene . Mazen | 22/92) —| 60 — — 30 — 10 0 
Pye n Unverriebene een | 3.7) 16,7; —|220 — 210 — 5,0 0 
Mechs Verriebene . }|| Dinn. |0 | 0 |/—| 0 | —|/ —| —|—|/—'— 
y J ‘ i d Pat ss) Hi a = raiats ans 7 
Wainer Unv erriebene j{ dam 0 | 0 0 
\Verriebene .}j Dick. |0 | 0 |—| 0 | —!'—| —|—| —|- 
|Unverriebene drm» «0 0 — 0 > — —j;—|— 
25 Bienendarme in : ‘ - F 
2 | -"{\Verriebene . | 45 3,8 3,0 24.25/25) — | — 2.2 02 
= 50 ccm Glycerin A “ } ’ ’ ’ ’ ’ ? ’ 
2 | £50cem Wasser \Unverriebene | “*" 10 1,012 101,010 —|— 020 
25 Bienendarme in Vv : 
2% 4 erriebene \ 2,0 1,8'20 1,2 —| —| —/12) — 01 
= |} "50 com Gly . pd Mit ad bd Be 
2/1 {socom Wasser | Unverriebene | "8" 19 1322 20 — — —\lo5 — 0 


Aus den Daten der Tabelle 14B8t sich folgendes ersehen: 

Katalase wird, wie gewohnlich, nur vom Bienenmagen produziert. 
Die Menge des Ferments ist auBerst verschieden, je nachdem der Auszug 
aus verriebenen oder nicht verriebenen Teilen hergestellt ist. Im ersten 
Auszuge (Nr. 17) lieB sich nach halbstiindigem Stehen fast die dreifache 
Menge nachweisen als im zweiten (Nr. 17a). 

Die Aktivitat des Ferments in den nachstfolgenden Tagen war in 
beiden Fallen sehr verschieden. Im Auszuge aus den verriebenen Magen 
fiel die Aktivitit bestindig bis zum vélligen Verschwinden, das nach 
30 Tagen festgestellt werden konnte. Bei dem Parallelversuch mit nicht 
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verriebenem Magen dagegen nahm die Aktivitaét der Katalase mit der 
Auszugsdauer schnell zu. So war die Wirkung des Ferments schon nach 
24 Stunden viermal stirker geworden, als sie am Anfang war, am 3. Tage 
fast um das Sechsfache, erst vom 7. Tage an fing die Aktivitat an, auBerst 
schnell zu sinken. 

Diese Verschiedenheit in der Aktivitat erklare ich durch die ver- 
schiedene Bereitungsweise der Ausziige. Beim sorgfaltigen Verreiben des 
Magens werden seine Gewebezellen zerstért und es wird die maximale 
Katalasemenge frei, die mit der Dauer des Stehens inaktiv zu werden 
anfangt. Wenn dagegen die Stiickchen des Magens nicht verrieben werden 
und folglich nur eine kleine Anzahl seiner Zellen zerstért wird, so kann 
nur eine kleine Fermentmenge in Lésung gehen, deren Aktivitat zunimmt. 

Das kann auf zweierlei Art erklirt werden: entweder fahren die un- 
zerstorten Zellen des Magens fort, Katalase zu entwickeln, oder ihre Menge 
bleibt dieselbe und geht wihrend des Stehens allmihlich aus dem Gewehe 
in die Fliissigkeit tiber. 

Die beiden nichsten Parallelversuche (Nr. 20, 20a und Nr. 21, 21a), 
die zur Bestitigung des eben Angefiihrten unternommen wurden, ergaben 
ein etwas anderes Bild. Bei den aus verriebenen Magen hergestellten Aus- 
ziigen konnte die ‘Tatsache der sofortigen Ausscheidung gré8erer Katalase- 
mengen bestiitigt werden, ebenso auch die allmahliche Abnahme der Akti- 
vitat. Doch konnte eine Zunahme der Fermentwirkung bei den Ausziigen 
aus nicht verriebenen Magen nur in Nr. 2la nachgewiesen werden, wo 
am 2. Tage die Aktivitaét doppelt so groB geworden war. Dagegen konnte 
bei Versuch Nr. 20a keine Zunahme der Wirkung gefunden werden: 5 Tage 
stand die Aktivitat auf derselben Hohe. 

Die angefiihrten Versuche zeigen, daB die Wirkung der Katalase 
sehr mannigfaltig ist, was von einer ganzen Reihe von Bedingungen 
abhingt, unter denen die Individualitit des Stoffwechsels der Biene 
wohl den ersten Platz einnimmt. Die Aufklirung dieser Bedingungen 


muf einer besonderen Arbeit vorbehalten bleiben. 


Amylase. 

Die Gegenwart von Amylase im Bienenorganismus wurde von Erlen- 
meyer und Planta') und von Petersen*) nachgewiesen. 

Bei unseren Versuchen benutzten wir Ausztige, deren Bereitung auf 
S. 61 beschrieben wurde. 

Zu 2 cem dieser Ausziige kamen 0,1 ccm einer 0,5 proz. Losung léslicher 
Starke, 8 cem Wasser und zwei Tropfen ‘Toluol, dann wurden die Probier- 
rohrchen auf eine Stunde in ein Wasserbad von 45°C gestellt. Nach dieser 
Zeit wurden sie herausgenommen, abgekiihlt und tropfenweise mit einer 
Jod-Jodkalil6sung versetzt. 

Alle Ausziige aus den Bienenmagen ergaben ein positives Resultat: 
nach dem Hinzufiigen von Jodlésung fiarbten sich alle hellgelb; die Ausziige 
aus den drei anderen ‘Teilen des Darmkanals, nimlich aus dem Honigmagen, 
Diinn- und Dickdarm enthielten dagegen keine Amylase: das Gemisch 
wurde beim Versetzen mit Jod blau. 

Unsere Versuche ergeben also, daB Amylase nur im Magen der Biene 
zu finden ist, wahrend die anderen Teile des Darmkanals dieses Ferment 


1) Erlenmeyer und Planta, |. ec. 
2) Petersen, |. c. 
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nicht erzeugen. Dabei geht die Spaltung der Starke nicht nur bis zur 
Dextrinbildung, wie Petersen nachweisen konnte, sondern bis zur Bildung 
von Maltose und Dextrose. Dank dem Amylasegehalt des Magens kann 
daher die Biene auch stirkehaltige Nahrung assimilieren. 

DaB Erlenmeyer und Plania Amylase in allen drei Ausziigen (aus 
Kopf, Brust und Hinterleib) gefunden haber, kann im Zusammenhang 
mit unseren Resultaten so erklirt werden: die im Hinterleib nachgewiesene 
Amylase stammt sicher aus dem Magen der Biene; in Ausziigen aus Kopf 
und Brust dagegen wird sie durch die Speicheldriisen erzeugt, da der die 
beiden genannten ‘eile durchziehende Vorderdarm (Speiseleiter) keine 
Amylase produziert. 

Inulinase. 

Uber das Vorkommen von Inulinase im Bienenorganismus finden 
sich in der Literatur keine Angaben. 

Bei unseren Versuchen versetzten wir 10cem einer I proz. Inulin- 
l6sung mit 3 cem der zu priifenden Extrakte. Nachdem sich das Gemisch 
48 bzw. 72 Stunden im Thermostaten (bei 36 his 40°C) befunden hatte. 
konnte in keinem einzigen Falle Reduktion von Fehlingscher Lésung 
bemerkt werden. 

Man kann daher annehmen, da’ vom Darmkanal der Biene [nuli- 
nase nicht erzeugt wird. 

Lactase. 


In der Literatur liegen keine Mitteilungen dariiber vor, ob der Darm-, 


kanal der Biene Lactase ausscheidet. Zur Bestimmung dieses Ferments 
fiigten wir zu je 50 ccm einer 5proz. Milechzuckerlésung je 5 cem von unseren 
Extrakten. Das Gemisch wurde 48 Stunden auf 37 bis 40°C gehalten, 
auf 20°C abgekiihlt, ein Tropfen Ammoniak zugesetzt (um Multirotation 
zu verhindern) und die Drehung der Polarisationsebene ermittelt. Bei 
keinem einzigen Versuch konnte eine Differenz der Drehungswinkel zwischen 
den Versuchs- und Kontrollésungen beobachtet werden. 

Aus diesen Versuchen ist daher der SchluB zu ziehen, da vom 


Darmkanal der Biene keine Lactase erzeugt wird. 


Invertase. 

Invertase wurde ebenfalls nur im Magen der Biene nachgewiesen. 
Niheres iiber dieses Ferment werde ich in einer anderen Arbeit mit- 
teilen. 

Lipase. 

Als Fettnahrung kommt fiir die Biene hauptsichlich das Bienenbrot 
in Betracht, das nach unseren Untersuchungen bis 6% Fettstoffe enthalt. 
Die Frage, ob die Fettstoffe des Bienenbrots vom Bienenorganismus assi- 
miliert werden, konnte bis jetzt nicht als gelést angesehen werden, da in 
der Literatur keinerlei Angaben iiber das Vorkommen von Lipase im Bienen- 
korper vorliegen. Petersen'), dem es nicht gelang, in den Epithelzellen 
des Verdauungsmagens der Biene durch Osmiumsiure und den Farbstoff 
Sudan III Fette nachzuweisen, sagt: ,,Als sicher darf ich wohl hinstellen, 
da8 das meiste Fett, auch der normalen Nahrung, den Darm passiert, ohne 
gespalten oder resorbiert zu werden.“ 


1) Petersen, |. ce. 
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Um Lipase festzustellen, benutzten wir I proz. Loésung von Mono- 
butyrin und Emulsionen aus Provencerél. Zu 10 eem der Monobutyrin- 
lésung oder der Emulsion wurden je 2 cem der auf Lipase zu priifenden 
Ausziige und drei Tropfen Toluol zugesetzt. Die Réhrehen mit den Fliissig- 
keiten kamen auf 48 Stunden in. einen Thermostaten von 35 bis 38°C, 
worauf die Proben mit n/10 Natronlauge bei Gegenwart von Phenolphthalein 
als Indikator titriert wurden; die Olemulsionen erhielten vor dem Titrieren 
noch 10 cem eines vorher neutralisierten Gemisches aus Ather und Alkohol. 

Alle ausgefiihrten Versuche ergaben im allgemeinen gleiche Resultate. 
Nur die Réhrechen, die Ausziige aus dem Magen enthielten, wiesen eine 
Zunahme der Aziditiit auf, sowohl bei der Monobutyrinlésung als auch 
bei der Emulsion; diese Zunahme schwankte bei unseren Versuchen zwischen 
0,3 bis 0,6cem n/10 NaOH, wobei das Ferment auf Monobutyrin eine 
starkere Wirkung ausiibte als auf Olivendl. 

Ausziige aus anderen ‘Teilen des Darmkanals hatten dagegen auf die 
Aziditait der Probelosungen keinen merkbaren Einflu8. 

Aus diesen Versuchen la8t sich daher der Schlu® ziehen, daB der 
Bienen- und Drohnenmagen neben anderen Fermenten auch Lipase 
ausscheidet; die Biene kann also auch Fette assimilieren. 


Pepsin. 


Um dieses Ferment festzustellen, benutzten wir folgende Methoden: 

1. Eine sterile 10proz. Gelatinelésung wurde mit Salzsaure angesiuert 
und in diinne Probierréhrchen verteilt (2 cem in jedes). In jedes R6hrehen 
kamen 2cem der zu priifenden Ausziige und drei 'ropfen Toluol. Das 
Gemisch wurde in einen Thermostaten von 35 bis 38°C gestellt und alle 
24 Stunden beobachtet, wie weit die Gelatine bei Abkihlung erstarrte. 

2. Ein Stiick Blutfibrin wurde in ein Gemisch aus 8 cem sterilen 
Wassers (mit Salzsiure angesiiuert), 2 cem der auf Pepsin zu untersuchenden 
Ausziige und drei Tropfen Toluol getaucht und kam dann in einen 'Thermo- 
staten von 35 bis 38°C. 

3. Es wurde eine J proz. Caseinlésung bereitet, die im Liter 16 ccm 
konzentrierter Salzsiiure vom spezifischen Gewicht 1,124 enthielt. 10 cem 
dieser Caseinlésung wurden mit 2 cem der zu priifenden Extrakte versetzt 
und auf eine Stunde in ein Wasserbad von 38 bis 40°C gestellt. Nach 
dieser Zeit wurde tropfenweise eine konzentrierte Natriumacetatlésung 
hinzugefiigt. 

Diese drei Methoden gaben in allen Fallen iibereinstimmende Resultate: 
Pepsin wurde uur im Bienen- und Drohnenmagen festgestellt; die tbrigen 
Teile des Darmkanals enthielten es nicht. 

1. Gelatine, die mit Extrakten aus Bienen-Drohnenmagen versetzt 
war, verlor die Fahigkeit zu erstarren nach | bis 3 Tagen, wihrend Extrakte 
aus den iibrigen Teilen des Darmkanals auch nach 20 Tagen keinen be- 
merkbaren Einflu8 auf den Erstarrungsgrad der Gelatine ausiibten'). 

2. In den Roéhrchen, in denen sich Ausziige aus dem Magen befanden, 
léste sich Fibrin innerhalb 1 bis 3 Tagen, in den tibrigen Réhrchen wurde 


1) Um festzustellen, ob das verfliissigte Gelatinegemisch und die 
Fibrinlésung steril geblieben waren, wurden Impfungen auf schrag er- 
starrtem Agar gemacht: nach 36stiindigem Verweilen bei 37°C wurde 
keine Entwicklung von Bakterien beobachtet. 
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es auch nach 20 Tagen nicht veriindert. Nach dieser Zeit wurde sowohl 
in 1. als auch in 2. der Versuch abgebrochen. 

3. Auch die Caseinprobe gab eine positive Reaktion nur bei Extrakten 
aus dem Magen. 


Aus dem oben Angefiihrten kann man daher schlieBen, daB der 
Bienen- und Drohnenmagen ein peptisches Ferment enthalt, das in 
saurer Lésung seine Wirkung fuBert, wihrend der Honigmagen, der 
Diinndarm, sowie auch der Dickdarm mit den Rektaldriisen kein der- 
artiges Ferment ausscheiden. 


Trypsin. 


Um Trypsin festzustellen, wurden folgende zwei Lésungen benutzt: 

1. Eine alkalische 10proz. Gelatinelésung, wie bei der  Pepsin- 
bestimmung; die Verfliissigung erfolgte nach 1 bis 3 Tagen, und zwar nur 
bei den Extrakten aus dem Magen. 

2. Eine alkalische Caseinlésung: 10cem einer lproz. Lésung von 
Casein, die auf 200 ccm zehn Tropfen einer 10proz. Sodalésung enthielt, 
wurden mit 2 cem der zu priifenden Ausziige versetzt; das Gemisch kam 
auf eine Stunde in ein Wasserbad von 38 bis 40°C, worauf tropfenweise 
0,5proz. Essigsiiurelésung zugefiigt wurde: falls das Casein unverindert 
geblieben war, entstand eine Triibung. 


Die beiden beschriebenen Methoden ergaben in allen Fallen gleiche 
Resultate, wobei Trypsin nur im Magen der Biene und Drohne gefunden 
wurde, wihrend andere Teile des Darmkanals dieses Ferment nicht 
enthielten. 


Chymosin. 


In der Literatur findet man nichts iiber das Vorkommen von Chymosin 
im Bienenorganismus. 

Zur Bestimmung dieses Ferments wurde ein Gemisch aus 10 cem 
Milch + 9ccm Wasser + leem 10proz. Chlorecalciumlésung hergestellt. 
10 ccm dieses Gemisches wurden mit leem der zu priifenden Ausziige 
versetzt und darauf in ein Wasserbad von 40° C gestellt. Extrakte aus dem 
Magen koagulierten Milch, und zwar stets, wobei sich bei den von uns 
ausgefiihrten Versuchen das Koagulum nicht friiher als nach 2, und nicht 
spiter als nach 15 Minuten bildete. Dagegen konnte bei Ausziigen aus 
anderen Teilen des Darmkanals keine Koagulation bemerkt werden, selbst 
nicht nach dreistiindigem Stehen; nach dieser Zeit wurde der Versuch 
abgebrochen. 

Die Versuche zeigen also, daB sich im Magen der Biene und Drohne 


ein Labferment von bedeutender Aktivitiat befindet. 


Emulsin. 


Es wurden von Amygdalin, Salicin und Arbutin Iproz. Lésungen 
hergestellt. 
25 ccm jeder Lésung wurden mit 5 cem des entsprechenden Extrakts 


und fiinf Tropfen Toluol versetzt und kamen dann in einen Thermostaten 
von 36 bis 40°C. Nach 24 bis 48 bis 72 Stunden konnte keine Glykosid- 
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spaltung beobachtet werden: die Fliissigkeiten reduzierten nicht Pehlingsche 
Lésung, und beim Amygdalin konnte auch nicht der charakteristische 
Blausauregeruch wahrgenommen werden. 

Ks erweist sich, daB unter unseren Versuchsbedingungen im Darm- 
kanal der Biene keine Fermente gefunden wurden, die Amygdalin, 
Salicin oder Arbutin spalteten. 


SchluBbetrachtung. 

Betrachten wir noch zum SchluB die Verteilung der oben ange- 
fiihrten Fermente auf die Abschnitte des Darmkanals der Biene (Tab. IV). 
Wenn man die verschiedenen Lebens- und Nahrungsbedingungen der 
Arbeitsbienen und Drohnen in Betracht zieht, so kénnte man meinen, 
daB auch die von ihrem Darm erzeugten Fermente verschieden seien. 
Parallelversuche ergaben jedoch unter den von uns _ eingehaltenen 
Versuchsbedingungen keinerlei Unterschiede in den Fermentaus- 
scheidungen der Arbeitsbienen und Drohnen. 

Siimtliche gefundenen Fermente wurden nur im Magen der Biene 
festgestellt. Die Tatsache, da nur der Mitteldarm der Biene Fermente 
ausscheidet, ist vollig analog der Erscheinung, die man auch bei anderen 
Insekten beobachtet, da sich bei allen Arthropoden die hauptsiach- 
lichsten Verdauungsprozesse im Mitteldarm und im Hepatopankreas 
abspielen. 

Tabelle IV. 


Gesamttabelle der in verschiedenen Teilen des Darmkanals der Arbeits- 
biene und der Drohne gefundenen Fermente. 





pio Magen 4 pn Bemerkungen 
Katalasee......! - } - || Man findet sie im Dick- 
Amylase .......° — + — — darme nur wihrend 
Imulinase ... «.... 4) der zweiten Hialfte 
Lactase ...... des Winters. 
Invertase ..... — t as = 
Epeee i. eee t _ — 
I ion 8 3 8 48 t — ma 
2 iil airs | ii ae 
Chymosin oS eis t 
Emulsin ......—-— - — 


° 

-+ bedeutet bestindige Anwesenheit des Ferments. 

O bedeutet bestiindige Anwesenheit des Ferments nur in bestimmten 
Zeiten. 

— bedeutet Abwesenheit des Ferments. 


Bei der Betrachtung der obenstehenden Tabelle LV fallt es auf, daB 
Katalase in den Extrakten aus dem Dickdarm nicht immer gefunden 
wird. Das scheint eine gewisse Dissonanz in die Resultate der Arbeit 
zu bringen und widerspricht allgemein anerkannten Tatsachen. Doch 
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beim naheren Hinsehen laBt sich eine bestimmte und tiberzeugende 
Erklarung dafiir finden. Die Sache ist die, daB im Auszug aus dem 
rectum Katalase nicht zufillig gefunden wurde, sondern in einer be- 
stimmten Jahreszeit, nimlich im Frihling, bevor die Bienenstécke ins 
Freie gestellt wurden. In dieser Zeit findet sich im rectum sehr viel 
Katalase; nach den ersten Ausfliigen der Bienen nimmt jedoch die 
Fermentmenge plétzlich ab, und schon nach 2 Tagen kann im Dickdarm 
der Biene keine Katalase mehr nachgewiesen werden. Dies ist natur- 
gemaB mit der Arbeit des Darmkanals wihrend des Winters verkniipft. 
Die Biene nimmt die ganze Zeit Nahrung zu sich, doch entleert sie sich 
nicht wihrend ihrer Winterruhe. Die Folge davon ist, daB sich der Kot 
im rectum ansammelt und es bis zu auBerordentlichen Dimensionen 
vergréBert. Der Magen wird kiirzer und dicker, besonders schwillt aber 
der Dickdarm an, der sich in eine riesige, ovale Blase verwandelt, in 
der sich (wie auch im Diinndarm) eine unermeBliche Menge Bakterien 
ansammelt. Es ist unzweifelhaft, daB sich die Kotansammlung und 
ihr langes Verweilen im rectum auf die eine oder andere Weise im Stoff- 
wechsel der Biene spiegeln muB. Das aiuRert sich darin, daB der Dick- 
darm wahrend der Zeit, wo die Biene sich nicht entleeren kann, Katalase 
ausscheidet. Die intensive Erzeugung dieses Ferments steht im Zu- 
sammenhang damit, dafs der Organismus energischere Oxydations- 
prozesse bendtigt, wihrend im Sommer eine solche Notwendigkeit nicht 
vorliegt, da sich der Darmkanal dann seiner Exkremente normal ent- 
ledigen kann. 

Wir kénnen also logisch erkliren, warum Katalase im rectum vor- 
kommt. Es bleibt noch iibrig nachzuweisen, an welcher Stelle dieses 
Ferment gebildet wird. Es liegen zwei Méglichkeiten vor: a) entweder 
wird die Katalase durch die Wandungen des Dickdarms abgeschieden 
(lokaler Ursprung des Ferments) oder b) die Katalase entstammt den 
hdher gelegenen Teilen des Darmkanals, niimlich dem Magen, von wo 
er mit der Nahrung ins rectum gelangt. 

Betrachten wir zunichst die zweite Méglichkeit. Bei der Extrakt- 
bereitung aus dem rectum wurde der Dickdarm der Biene zerschnitten, 
wobei die Kotmassen von selbst herausfielen; darauf wurde die Wan- 
dung des Darmes mit frischer physiologischer, Kochsalzlésung durch- 
gespilt. Nur dann, wenn das rectum auf diese Weise von seinem Inhalt 
gereinigt war, wurde es mit Sand und Glycerin zerrieben. Die be- 
schriebene VorsichtsmaBregel verbiirgt in gewissem Grade die Reinheit 
des herzustellenden Auszugs und gibt uns folglich das Recht, der Dick- 
darmwandung selbst die Fahigkeit zuzuschreiben, Katalase zu erzeugen. 

Indirekt wird diese SchluBfolgerung auch durch einen anderen Um- 
stand bestatigt. Wenn wir die Annahme machen, daf die Katalase 
zusammen mit der Nahrung aus dem Magen ins rectum gelangt, so 
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miiBte dieses Ferment nicht nur wihrend des ganzen Jahres im Dick- 
darm zu finden sein, sondern auch im Diinndarm, der den Magen mit 
dem rectum verbindet. Doch wurde nicht ein einziges Mal Katalase im 
Diinndarm festgestellt, trotzdem die entsprechenden Ausziige weniger 
sorgfaltig hergestellt wurden. Dieser Teil des Darmkanals ist nimlich 
sehr diinn, daher konnten die in ihm befindlichen Kotmassen in der 
Regel nicht entfernt werden, und die Extrakte wurden aus Stiicken des 
Diinndarms mit seinem gesamten Inhalt an Exkrementen und Bakterien 
hergestellt. Dieser Umstand spricht auch gegen die Annahme, dab die 
Katalase von den sich im Dickdarm ansammelnden Bakterien erzeugt 
wird: denn in diesem Falle miiBte sich dieses Ferment im rectum nicht 
nur im Frithling, sondern auch wihrend der Winterruhe nachweisen 
lassen. Wenn nun Ausziige aus dem hoher gelegenen Teil des Darmkanals 
und seinem Inhalt keine Katalase aufweisen, dagegen der Extrakt aus 
den gesiuberten Wandungen des Dickdarms sie enthalt, so mu man 
folgern, dais dieses Ferment vom Dickdarm der Biene erzeugt wird, 
nicht aberaus anderen Teilen des Darmkanals dort hingelangt. Wahrend 
das rectum der Biene wenigstens periodisch Fermente (Katalase) aus- 
scheidet, ist der Honigmagen dazu giinzlich unfihig. Denn in den 
ixtrakten aus dem Honigmagen konnten nie irgendwelche Fermente 
festgestellt werden. Dieser Umstand gibt uns die Méglichkeit, der 
Lésung der Frage nach der Honigbildung naiherzukommen. 

Die Biene sammelt den Nektar in den Honigmagen, von wo sie 
ihn in die Waben ablegt. Ist nun der Honigmagen ein passives Reservoir 
zur zeitweiligen Aufbewahrung des Nektars, oder gehen in ihm auBer 
der Spaltung des Rohrzuckers noch andere biochemische Prozesse vor 
sich ? Was geschieht mit dem in die Waben abgelegten Nektar wihrend 
der Reifung des Honigs ? 

Um diese Fragen zu kliaren, stellte ich') 1916 besondere Versuche 
an, bei denen die Bienen hauptsichlich mit Zuckersirup gefiittert 
wurden ; dieser Sirup passierte dann noch zweimal den Bienenorganismus. 
Es wurde nimlich folgendermaBen vorgegangen: beim ersten Versuch 
erhielten die Bienen 25 Pfund Sirup; nach 2 Tagen wurde der in die 
Waben abgelegte Zuckerhonig herausgenommen und von neuem an 
die Bienen verfiittert; der zum zweitenmal abgelegte Honig blieb im 
Stock bis zum Augenblick des VerschlieBens der Waben und wurde 
dann den Bienen wiederum vorgesetzt, der zum drittenmal abgelegte 
Honig wurde gleich dem urspriinglichen Zuckersirup und den beiden 
ersten Honigen der chemischen Analyse unterworfen. 

Bei der Reifung des Honigs wird der Rohrzucker invertiert ; daneben 
bildet sich eine gewisse Menge dextrinartiger Stoffe, die Fehlingsche 


1) BK. Sarin, diese Zeitschr. 120, 250, 1921. 
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Lésung nicht reduzieren. Also ist im Naturhonig auber dem Nichtzucker 
pflanzlichen Ursprungs auch solcher enthalten, der vom Organismus 
der Biene erzeugt wird und als Produkt der reversiblen Tatigkeit der 
Fermente anzusehen ist. 

Der den Bienen verfiitterte Zuckersirup war vollstandig ferment- 
frei; in den aus ihm gebildeten Zuckerhonigen wurden aber Invertase 
und Diastase gefunden, die beiden Fermente kénnen also nur aus dem 
Korper der Biene stammen. Katalase ist in einem solchen Kunsthonig 
nicht vorhanden, waihrend Naturhonige sie stets enthalten. Wahr- 
scheinlich gerat dieses Ferment zusammen mit dem Nektar in den 
Honig. 

Durch diese Versuche wird die Frage nach der Art der in den unter- 
suchten Honigen vorkommenden Fermente geklart; einige von ihnen 
(Katalase) sind pflanzlichen, andere (Invertase und Amylase) sowohl 
tierischen wie pflanzlichen Ursprungs. 

Wenn nun die im Honig vorkommenden Invertase und Diastase 
aus der Biene stammen, so muB man sich noch die Frage vorlegen, an 
welcher Stelle des Organismus diese Fermente erzeugt werden. Unsere 
Versuche geben einiges Material zur Klarung dieser Frage. Die ein- 
fachste Annahme wire die, dafs die genannten Fermente von den Wan- 
dungen desjenigen Reservoirs ausgeschieden wiirden, in das die Biene 
den Nektar einsammelt; doch dieses ist nicht so, denn die Wandungen 
des Honigmagens haben keinerlei sekretierende EKigenschaften: in 
entsprechenden Ausziigen konnte in keinem einzigen Faille irgend ein 
Ferment nachgewiesen werden. Augenscheinlich gelangen sie in den 
Honigmagen aus anderen Teilen des Verdauungsapparats ; diese konnten 
entweder der Magen sein, in dem tatsiachlich Fermente ausgeschieden 
werden, oder auch die Speicheldriisen. Wenn man annimmt, daB die 
Honigfermente aus dem Magen der Biene stammen, so miibte man die 
Moglichkeit zugeben, daB sie sich entgegengesetzt der normalen Richtung 
der Nahrung bewegten, namlich aus dem Magen in den Honigmagen. 
Die anatomischen Befunde lassen jedoch diese Méglichkeit nicht zu, 
da sich zwischen Honigmagen und Magen eine Klappe befindet, die es 
nicht gestattet, das der gewéhnliche Mageninhalt, also auch die Fer- 
mente, in den Honigmagen gelangen. Bei der Annahme eines solchen 
, AufstoBens‘‘ der Fermente wiirden auBerdem nicht nur Invertase und 
Diastase in den Honigmagen gelangen, sondern auch Katalase, die ja 
immer von der Magenwandung ausgeschieden wird. In diesem Falle 
wiirde sie auch in den oben beschriebenen Kunsthonigen (aus Zucker- 
sirup) festzustellen sein. Da dieses nicht gelang, kann man den pflanz- 
lichen Ursprung der Katalase als bewiesen betrachten, da es doch 
unwahrscheinlich wire, anzunehmen, da ein selektives ,,AufstoBen* 
der Magenfermente stattfindet. 
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Auch in bezug auf die Fermente des Honigs kann man eine An- 
nahme machen, die analog der vorigen ist. Die Fermente werden von 
den Speicheldriisen der Biene erzeugt, mit dem Nektar in den Honig- 
magen hinuntergeschluckt und gelangen von dort beim Ablegen des 
Honigs in die Waben. Diese Erklirung scheint ja wohl die annehmbarste 
zu sein, doch steht sie nicht auf ganz sicherer Grundlage, da die Be- 
deutung der Speicheldriisen fiir die Verdauung nicht bekannt ist. Bei 
anderen Insekten hat man im Speichel sehr energische Verdauungs- 
fermente gefunden; natiirlich wird es bei der Biene auch so sein: zu 
welchem Zweck hatte sie sonst das System der Speicheldriisen. Auf 
Grund der Resultate dieser Arbeit kann man es auch versuchen, der 
teilweisen Lésung der Frage nach der Assimilation «dieser oder jener 
Nahrstoffe niherzutreten. Petersen’) fiitterte Bienen mit zuckerhaltiger 
Olemulsion und kam zum SchluB, dak die gréBte Menge des Fettes auch 
bei normaler Ernihrung den Magen passiert, ohne assimiliert oder 
gespalten zu werden. 

Diese Meinung Petersens wird durch die Tatsache widerlegt, dab 
im Extrakt aus dem Bienenmagen bestiindig Lipase gefunden wurde. 
Ist nun dieses Ferment im Magen vorhanden, so ist es doch klar, dab 
es zu einem seiner Natur entsprechenden Zweck, d. h. zur Fettspaltung, 
ausgeschieden wird. 

Die nachste Aufgabe der weiteren Erforschung der Verdauungs- 
prozesse bei den Bienen wiirde sein, umfangreiche Versuche anzustellen, 
bei denen die Versuchsvélker ausschlieBlich mit je einem bestimmten 
Nahrstoff gefiittert werden miiBten, dann kénnte man die Art und die 
Wirkung der unter diesen kiinstlich geschaffenen Bedingungen erzeugten 
Fermente feststellen. Die Resultate solcher Untersuchungen hatten 
nicht nur theoretisches, sondern auch praktisches Interesse. In Jahren 
schlechter Honigernte stehen die Imker vor der schwierigen Aufgabe, 
die Vélker im Winter mit Surrogaten zu fiittern; das Resultat einer 
solchen Fiitterung sind oft verderbliche Erkrankungen der Bienen. 
Wenn die Bedingungen der Tiatigkeit des Darmkanals der Biene und 
ihres Stoffwechsels in den verschiedenen Jahreszeiten bekannt waren, 
so kénnte man die Frage der kiinstlichen Fiitterung rationell losen und 
brauchte nicht tastend und oft rein empirisch vorzugehen. 

Ich?) habe schon Versuche unternommen, um auf rein chemischem 
Wege eine in praktischer Beziehung wichtige Frage zu kliren: ob es 
einen Sinn hat, das Winterfutter der Bienen anzusiuern, wie es oft von 
vielen praktischen Imkern gehandhabt wird. Es erwies sich, daf} von 
einer giinstigen Wirkung der Siure auf die Inversion des Rohrzuckers 


1) Petersen, |. c., 8.49. 
2) EH. Sarin, diese Zeitschr. 120, 259, 1921). 
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und auf die Reifung des Honigs keine Rede sein kann. Im Gegenteil, 
falls zum Futter z. B. 0,3 °%, Citronensiure zugesetzt wurde, wurde nicht 
nur der ProzeB der Zuckerinversion gehemmt, sondern auch alle anderen 
Prozesse, die sowohl im Honigmagen der Arbeitsbiene, wie auch im 
Stock wihrend der Reifung des Honigs vor sich gehen. Die erhaltenen 
Resultate widersprechen also direkt der unter den Imkern vorherr- 
schenden Ansicht, daB es notwendig wire, dem Futter einen gewissen 
Siiurezusatz zu geben. 

Wie bei jeder Arbeit, die die Lebensvorginge eines Organismus zu 
erforschen sucht, verkniipft sich auch hier eine Frage mit der anderen. 
Im Zusammenhang mit dieser Abhandlung tauchen weitere Fragen auf, 
mit deren Lésung wir bei der ersten Méglichkeit uns zu beschaftigen 
gedenken. Arbeiten in dieser Richtung erscheinen uns_ besonders 
dankbar, da in denselben groBe wissenschaftliche Interessen mit den 
Forderungen des praktischen Lebens verkniipft sind. 
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Weitere Studien iiber Invertase des Darmkanals der Honigbiene. 
Von 
E. Sarin. 


(Aus dem Laboratorium fiir Chemie der Nahrungs- und Genubmittel der 
Universitat Riga.) 


(Eingegangen am 16. Oktober 1922.) 


Das Vorkommen von Invertase im Bienenorganismus stellten 
zuerst Erlenmeyer und Planta!) fest, die Glycerinausziige aus Kopf, 
Brust und Hinterleib der Bienen benutzten. 


Die Extrakte aus Kopf und Hinterleib erwiesen sich aktiver als die 
aus der Brust. Azxenfeld*) zergliederte den Darmkanal der Bienen in drei 
Teile: Honigmagen, Magen und Hinterdarm. Er lieB die genannten Teile 
auf Saccharose einwirken und fand, daB die gréBte Aktivitat vom Magen 
geauBert wurde, wahrend der Honigmagen und der Hinterdarm nur schwach 
invertierten. Azenfeld nimmt daher an, da8 Invertase nur vom Magen 
ausgeschieden wird, aus dem ein kleiner Teil des Ferments auf mecha- 
nischem Wege in den Hinterdarm gelangt. 

Bei unseren Versuchen gingen wir folgendermaBen vor: 

Zu neutralen 5- und 10proz. Rohrzuckerlésungen fiigten wir die zu 
untersuchenden Ausziige*) aus dem Darmkanal der Bienen und Drohnen 
in Mengen, die in der Tabelle I angegeben sind. Die Fliissigkeit erhielt 
einen Zusatz von 1 ccm Toluol (als Antiseptikum) und kam auf 24 und 
48 Stunden in einen Thermostaten von 36 bis 40°C. Nachdem das Gemisch 
auf Zimmertemperatur abgekiihlt und ein Tropfen Ammoniak zur Ver- 
meidung der Birotation hinzugefiigt war, wurde im Halbschattenapparat 
von Schmidt-Haensch (Rohrlinge 200 mm) die Drehung der Polarisations- 
ebene bestimmt. Zur Kontrolle wurde jedesmal 5- oder 10proz. Zucker- 
lésung auf die Konzentration des zu priifenden Gemisches gebracht, in- 
dem die entsprechende Menge Glycerin, Wasser oder eines Gemisches 
dieser Fliissigkeiten der Probe hinzugefiigt wurde. Ebenso wurde als Anti- 
septikum leem Toluol zugegeben. Die Kontrollfliissigkeiten blieben 
ebensolange im Thermostaten und wurden unter denselben Bedingungen 
untersucht wie die Versuchsgemische. 


Die Resultate dieser Untersuchungen sind in folgender Tabelle I 
dargestellt : 


1) Erlenmeyer und Planta, Chem. Zentralbl. 1874, S. 790. 
*) Axenfeld, Zentralbl. f. Physiol. 17, 268, 1903. 


8) Uber die Bereitungsweise der Ausziige s. die Arbeit: ,,Uber Fer- 


mente der Verdauungsorgane der Honigbiene“. Diese Zeitschr. 135, 59, 1923. 
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Tabelle J. Die Invertase im Darmkan.| 


— 











Zeit der ; ; g 
8 Ausfuhrung des Konzentration und Methode der Bereitung des Auszugs 2 
3 Versuchs 5 
4. 5 
Z 
0 
1 24. X. 1916 90 Bienenmagen in 30 ccm Glycerin . 
2 8.IV.1917 60 % eo: eee = 1 
3 || 23. VI. 30 ie <a se 
4 || 23. VI. 60 es » 25 4, Wasser. 
5 | 21. VII. 50 Drohnenmagen ,, 25 ,, Glycerin . 
6 || 22. IX. 40 Bienenmagen ,, 25 _,, i ey ee ee ; 
7 | 16. XI. 30 9s eS ow as + 15 cem Wasser. ] 
8 1.1IV.1918 | 30 He SE, eae dec a ae Br 
9 1 S¥. 30 “i » 30 ,, Wasser. eee 
10 || 15. IV. 15 a » 7,5 ,, Glycerin + 7,5cem Wasser. 
ll || 16. IV. 15 re ree © er me aa: ae ae 
12 || 22. IV. 15 3 se TOO ap +4 Tes mm 
13 || 24. IV. 15 5 Tees fare ; 7,5 ,, o 
14 | 24. 1V. 15 i sy 8 SS Bvt 4 
15 | 18. VI. 15 s er : i Bag 
16-18. VI. 15 3 spire EID sh re i Beg 
17.;| 18. VI. 15 ‘i ee 7 ee “= + .1,6.;,, ‘ 
18 18. VI. 15 ” sei aaks aS { 
19 2. VIL. 25 és oe yet SEP atitn ciate 
20 || 2. VII. 25 2 ay | Bg mn +25 ,, ‘5 
21 2. VII. 25 ° ” 25 ” > + 2 ” 
22 4. VII. 15 Drohnenmagen ,, 7,5 ,, a + 7,5 ,, 
23 7. VIII. 16: Biehermmagen! 979016) 5° “Wane .ioacicieeuecs. 6. 
24 7. VIL. 15 " ce i BB as a + 7,5cem Glycerin 
25 7. VIII. 15 o » 15 ,, Glycerin . 





Wenn wir die Daten der Tabelle I betrachten, so sehen wir, dab 
die beiden ersten Versuche, was Invertase anbetrifft, sich scharf von 
allen iibrigen unterscheiden, trotz der gleichen Methodik der Extrakt- 
bereitung und der Ausfiihrung der Analyse. 


Wiahrend bei allen Versuchen, auBer den ersten beiden, die Ausziige 
aus dem Magen eine betrichtliche Verminderung der Rechtsdrehung 
hervorbringen, ist bei Nr. 1 und 2 die Differenz zwischen Versuchs- und 
Kontrollésung in dieser Beziehung so gering (0,07° und 0,03°), daB sie 
innerhalb der Analysenfehler fallt, und man auf Grund dieses geringen 
Unterschiedes keine bestimmten Folgerungen ziehen kann. Doch deutet 
die hohe Aktivitat der Invertase, die bei den tibrigen Versuchen fest- 
gestellt wurde, darauf hin, daB in den beiden genannten Proben dieses 
Ferment iiberhaupt nicht enthalten war. Es ist charakteristisch, dal 
in betreff anderer Fermente (Amylase, Inulinase, Lactase, Lipase, 
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der Arbeitsbiene und der Drohne. 





Zuckerlésung 


Konzentration der 


) 


_ 
aoc 


—_ 


OF Or Or Ot St Ot Or St Ot Or Or St St Gt Ot Ot St Gt Ot SD Gr Gr Or 


"i 7 & z Polarisation 
2 ~ 94 ' we 
Ve 12) Bs Gemisch der Zuckerlésung mit dem Auszuge aus 
ug ‘22 33 
$5 $2 Ss Kontroll« Honigs 
=4 =5 a2 losung Honig: : oe 
23 of | A | - magen Magen Dunndarm Dickdarm Diinndarm 
aS As | ef un 
a ee Dickdarm 
ccm ccm Std. Drehungswinkel 
100 2 48 + 13,25 + 13,22 + 13,18, + 13,23) + 13,24 
100 2 48 + 6,13 + 6,13 + 6,10 + 6,13 + 6,14 - 
100 5 24 + 6,25 + 6,23' + 2,88 + 6,26 + 6,23 - 
100 5 24 + 6,28 + 6,24 + 41,30 + 6,27 + 6,28 - 
100 5 24 + 6,08 + 608 + 5,78 + 6,06 + 6,06 
100 6 48 + 11,45 + 8,90 + 11,28 
50 5 48 + §,65 + 2,12 + §,25 
50 5 48 i 6,12 + 2,30 5,15 
50 5 48 6,00 0,82 - 
560 5 48 + 6,00 + 5,89 + 0,10 + 5,84 + 5,90 
50 5 24 + 6,13 - 0,66 _ - 
50 5 24 + 6,13 + 6,12 + 2,55) + 6,13; + 6,12 
50 3 24 + 6,13 - + 2,30 -- — 
100 2 24 + 6,32 1+ 3,55 — 
50 5 24 + §,87 + §,87 + 2,67 5,88 + 5,89 
50 5 48 + §,88 : + 2,69 
50 ] 24 + §,13 + 4,65 
50 1 48 + 6,15 + 4,60 - 
50 6 24 + §,90 + 2,18 - 1 §,62 
50 4 24 + 6,08 + 2,39 - _— 
50 2 24 ,.+ 6,35 + 3,52 — 
50 5 24 + 6,17 + 2,68 - 
50 5 24 + 5,94 - + 3,08 - + §,71 
50 5 | 24 + §,92 + 2,50 - - - 
50 5 24 + 5,98 - + 3,94 - — _ 


Pepsin, Trypsin und Chymosin) zwischen den beiden ersten und den 
iibrigen Versuchen kein nennenswerter Unterschied war. 

Wie aus der Tabelle ersichtlich, wurden die beiden ersten Versuche 
im Spiitherbst und im April unternommen, als sich die Bienen noch in 
der Winterruhe befanden und sich von Honig nahrten, der bekanntlich 
nur aus Invertzucker besteht und sehr wenig Saccharose enthalt. Die 
Bedeutung der Invertase besteht aber, sowohl im Tier wie auch im 
Pflanzenreich, darin, da sie gerade Saccharose in Invertzucker ver- 
wandelt, eine Zuckerart, die vom Protoplasma direkt assimiliert werden 
kann. Da nun die Zellen hauptsiachlich dann Fermente erzeugen, wenn 
der Organismus ihrer bedarf, so erklairten wir das Fehlen der Invertase 
in den beiden erwahnten Versuchen vorliufig damit, daB die Bienen, die 
sich wihrend des Winters von Invertzucker niihren, keines Saccharose 
spaltenden Ferments bediirfen und es daher auch nicht ausscheiden. 
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Es kommt gar nicht selten vor, daB ein und derselbe Organismus 
je nach den Bedingungen das eine oder andere Ferment bildet; bisweilen 
ist ein fiir das bestimmte Ferment spezifischer Stoff die geniigende 
Ursache seiner Entstehung. 

So z. B. gibt Oppenheimer') an, da einige Schimmelpilze gar keine 
Fermente ausscheiden, wenn sie auf Nahrbéden kultiviert werden, die 
fiir sie direkt assimilierbare Stoffe enthalten. Falls man jedoch zum Nahr- 
boden EiweiBstoffe hinzufiigt, so bilden dieselben Schimmelpilze proteo- 
lytische Fermente beim Versetzen mit Starkeamylase usw. Brown und 
Moris*) zeigten, daB der Gerstenkeim keine Amylase produziert, falls 
den Kérnern bei der Keimung assimilierbarer Zucker zur Verfiigung steht. 

Ks ist daher moglich, da& auch der Bienenorganismus die Kigen- 
schaft besitzt, unter geeigneten Bedingungen Invertase nicht zu erzeugen. 
Jedenfalls ergibt die Tabelle, dag Ausziige derselben Konzentration 
verschiedene Aktivitat zeigen. Um die vorliegende Frage zu kliren, 
beabsichtigten wir, besondere Versuche anzustellen. 

Des weiteren laBt sich aus der Tabelle ersehen, daB nur die Ausziige 
aus dem Magen befiihigt sind, die Drehung der Zuckerlésung in be- 
deutendem MaBe zu andern, wahrend die Extrakte aus dem Honig- 
magen, Diinn- oder Dickdarm entweder iiberhaupt keine Wirkung oder 
nur eine ganz geringe ausiiben. Anscheinend bilden die letztgenannten 
Abschnitte des Darmkanals keine Invertase, und falls in ihnen eine 
geringe Menge des Ferments gefunden wird, so entstammt es dem 
Magen, aus dem es mit der Nahrung iibergefiihrt wird. 

Bei den Versuchen Nr. 6, 7, 8, 19 und 22 wurde die Invertase in Ex- 
trakten bestimmt, die aus Honigmagen, Diinn- und Dickdarm zusammen 
bereitet worden waren, wobei eine geringfiigige Anderung des Drehwinkels 
der Polarisationsebene beobachtet wurde. 

Folglich kommen wir, was den Ort der Invertasebildung anbetrifft, 
zu demselben SchluB, wie A xenfeld*), nimlich, daB es der Bienenmagen 
ist, der das Ferment erzeugt. Erlenmeyers und Plantas*) Resultate, 
nach denen die Ausziige aus Kopf und Hinterleib der Bienen héhere 
Aktivitat zeigten als solche aus der Brust, kénnte man folgendermaBen 
zu erklaren versuchen. Die Invertase des Auszuges aus dem Hinterleib 
kann man auf Rechnung des Magens setzen. Die héhere Aktivitat des 
Auszuges aus dem Kopf im Vergleich zu dem aus der Brust kénnte 
dadurch erklirt werden, daB die im Kopf liegenden Speicheldriisen 
Invertase ausscheiden, dagegen die in der Brust es nicht tun. Diese 
Erklarung kann natiirlich nur den Charakter einer Annahme haben und 
miiBte durch besondere Versuche gestiitzt werden. Nachdem so die 


1) Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen, 8S. 88, Leipzig 1910. 
2) Brown and Moris, Journ. chem. Soc. 57, 493, 1890. 

%) Axenfeld, 1. c. 

*) Erlenmeyer und Planta, |. c. 
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allgemeinen Beziehungen zwischen der Invertase und den Teilen des 
Darmkanals der Biene aufgeklart waren, versuchten wir durch einige 
orientierende Versuche die Natur dieses Ferments naher zu studieren. 
So interessierte uns unter anderem die Frage, welchen Einflu® die Art 
und Weise der Extraktbereitung auf die Aktivitaét der Invertase hat. 
Wie bei den analogen Versuchen mit Katalase!) benutzten wir Ausziige 
sowohl aus stark verriebenem Material, wie auch aus solchem, das nur 
in Teile zerschnitten war. 

Die bei dieser Untersuchung erhaltenen Resultate sind in Tabelle I 
dargestellt. - 

Tabelle II. 

EinfluB der Verreibung der Bienenmagen auf die Aktivitat der Invertase. 
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26 15.1V.1918 15 Bienenmaygen in 7,5 ccm 


3.36 — 0,66 


— 0,54 


Glycerin-+7,scemWasser 5 50 5 24 + 6,00 + 0,10 — 0,22 + 0.32 
27 18. TV. 15 Bienenmagen in 7,5 cem 
Glycerin+ 7,5cemWasser 5 50 5 24 + 5,87 + 2.68 4 
28 18. 1V. 15 Bienenmagen in 7,5 ccm 
| Glycerin+-75cemWasser 5 50 1 24 + 638-4 4,65 -+ 5,19 
29. 2. VIL. 25 Bienenmagen in 25 cem 


Glycerin-++ 25cem Wasser 5 50 6 24 + 5,904 2,18 + 2,35 —0,17 


30, 2. VIT. 25 Bienenmagen in 25 ccm 


Glycerin-+ 25cemWasser 5 50 4 24 -+ 6,08 -+ 2394 2.53 - 


31} 2. VII. 25 Bienenmagen in 25 ccm 
Glycerin | 25cemWasser 5 50 2 | 24 + 6,35 +4 3,52 + 3.90 


Die Tabelle zeigt, daB im Gegensatz zur Katalase das Verreiben 
der Gewebe des Darmkanals keinen bemerkbaren EinfluB auf die 
Aktivitaét der Invertase hat. Die geringe Differenz, die zwischen der 
Drehung der Polarisationsebene von Ausziigen aus verriebenem und 
solchen aus unverriebenem Magen beobachtet wurde, erklirt sich wohl 
aus der Individualitat der Bienen. 

Die zweite Frage, die uns interessierte, war die, welchen EinfluB 
die Menge des Auszuges auf den Gang der Zuckerinversion ausiibt. In 
der zu diesem Zweck ausgefiihrten Versuchsreihe wurden zu gleichen 
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Mengen 5proz. Zuckerlésung verschiedene Mengen ein und desselben 
Auszugs aus dem Bienenmagen zugesetzt. Die Fliissigkeiten wurden 
24 Stunden auf 36 bis 38° C gehalten, und dann wurde die Drehung der 
Polarisationsebene bestimmt. 

Die Resultate sind in der Tabelle LII angefiihrt. 

Die Betrachtung der Tabelle ILI ergibt, daB die Menge Invertzucker 
in der zu priifenden Fliissigkeit vermehrt wird, wenn man eine gréBere 
Menge Extrakt zusetzt. Doch herrscht zwischen diesen beiden GréBen 
keine strenge Proportionalitat. Im allgemeinen zeigten alle Analysen, 
daB die Aktivitét des Ferments gréBer wird, wenn die Auszugsmenge 
zunimmt. Soz. B. bewirkten in den Versuchen 33 und 33a lL ccm Extrakt 
eine Verkleinerung des Drehwinkels um 1,63°, 5 cem desselben Auszugs 
dagegen um 3,19°. 

Kin sehr interessantes Bild erhalt man, wenn man berechnet, wieviel 
Bienenmagen auf eine bestimmte Menge Auszug kommen. Es erweist 
sich z. B., da in Versuch Nr. 35 0,1 cem des Extrakts !/,) eines Bienen- 
magens entsprechen, die in diesem winzigen Sttickchen enthaltene 
Invertasemenge reicht schon hin, um eine Verminderung des Drehwinkels 
um 0,11° hervorzubringen. Daraus kann man eine Vorstellung von der 
hohen Aktivitit dieses Ferments im Bienenmagen gewinnen. 

Bei den planmibigeren Versuchen Nr. 35 bis 36 erwies es sich, dali 
gréBere Auszugsmengen, die zu Zuckerlésungen zugesetzt wurden, die 
Inversion nicht nur nicht erhéhen, sondern sogar vermindern (Nr. 35g, 
35h und 36g, 36h). 

Die Ursache dieser auf den ersten Blick sonderbaren Erscheinung 
konnte entweder die Menge des Ferments sein oder die Menge Glycerin, 
oder auch die Konzentration der Zuckerlésung, da zu 50 ccm der letzteren 
von 0,1 bis 25,0cem der Ausziige zugesetzt wurden. 

Um die wahre Ursache dieser Erscheinung aufzukliren, unter- 
nahmen wir nachfolgenden Plan. Es wurden gleichzeitig zweierlei 
Ausziige von gleicher Konzentration bereitet: bei den ersten wurde als 
Extraktionsmittel Wasser, bei den zweiten ein Gemisch aus gleichen 
Teilen Wasser und Glycerin benutzt. Zu 25 ccm einer 10proz. Zucker- 
lésung wurden wechselnde Mengen (s. Tabelle 1V) dieser Extrakte zu- 
gefiigt und auf 50 ccm gebracht, und zwar durch Versetzung mit der 
entsprechenden Menge Wasser oder Wasser-Glycerin. Zuletzt hatten 
alle Proben dieselbe Zuckerkonzentration und sie unterschieden sich 
nur durch die in ihnen enthaltenen Fermentmengen. Es wurden also 
zwei Serien von Versuchen ausgefiihrt: mit Wasser- und mit Wasser- 

Glycerin - Ausziigen. Die erhaltenen Resultate findet man in der 
Tabelle LV. 

Wenn man die Analysenresultate aus der Tabelle [V untereinander 
vergleicht, kann man mit Sicherheit feststellen, daB in den Wasser- 
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82 EK. Sarin: 


Glycerin- Ausziigen die Inversion nur so lange anwachst, bis der Glycerin- 
gehalt, berechnet auf die gesamte Fliissigkeitsmenge der Probe, 
10%, erreicht. Bei gréBerem Glyceringehalt der Probe nimmt die 
Aktivitat der Invertase merklich ab. Dagegen zeigten die Parallel- 
versuche mit reinen Wasserausziigen, daB der Grad der Inversion mit 
der Menge von Auszug bzw. Invertase ohne jede Einschrinkung zu- 
























nimmt. 
Tabelle IV. 
Einflu8 des Glycerins auf die Aktivitaét der Invertase. 
s if i. ig : 
3 2 > |#§ 4 Be - Die optischen Drehungsgrade der 3 
0 l% 2 seals ° 2 Mischung der Zuckeaésung mit Z. 
5 wie le 223 Pees 9 dem Auszuge der Bienenmagen 
rh v 4 oy = . Je 
4 LOO OY & 3 5 . E 22< ¢ : 5 nach Veclauf von 
r=] tN es Ueaeaeee 8 cw .oligd,, oe EY, 3 
3 es Auszugs Se Selog B20 Ze § 
Z Ssie l= jn’ Sicel > & é 5 é 
== > 5 geet rs a 3 is 3 ci 89 
6 8 ls (885/42 r= er} ey a 
. 2°). (giant & 2 2¢ s zs 
BE is |j2 igs |= - me 2% n be ) 
2g |o 6 x 6 e° '¢ A 
37} 95 Bienenmagen { 19 25, 1 05 50 +656 + 622 034 + 620 0,36 tl 
37a | 25 Binenmagen | Ws; 2; 1 50 + 656 + 6.03 053 + 6,06 0,50 
87 te oscom || 19 25) 5 2.5 50 + 6,56 + 5,25 131 + 5,19) 1,37 42 
37¢ | bce =| 10 25) 10 5 50 + 6,56 + 3,88 268 + 3,90 2.70 : 
37d ; 10 25°25 125 50 +656 +412 244 +410 2.46 | 4 
38 10. 25 1 05 50 + 654 +586 068 + 5,90 0,64 5 
38a = Bienenmagen | 19 25) 2. 1_ | 50 |+ 6,54'4 5.55 0,99 | + 5,57 0,97 44 
38b fi spenen Waneae 10/25, 5 25 50 +654 +367 287 | +365 289 ; 
38¢ | ; . | 10/25/10 5 |50 +654 4276 3.78 +270) 3.84 45 
38d 10 25 25 «12.5 50 + 6,54 + 0,90 5,64 +092 5,62 


Aus dem eben Dargelegten ist zu ersehen, da®B Glycerinzusatz bei 
Uberschreitung einer gewissen Konzentration die Aktivitit der Invertase 
stark hemmt. 

Um den Gang der Inversion klarzustellen, wurde die Drehung der 
Polarisationsebene, die die Einwirkung derselben Ausziige auf dieselbe 
Zuckerlisung bewirkte, zweimal bestimmt, und zwar nach 24stiindiger 
und nach 48stiindiger Einwirkung, Die Tabelle IV zeigt, daB die In- 
vertase nur in den ersten 24 Stunden aktive Wirkungen ausiibt, da nach 
24 Stunden der Drehwinkel sich nicht mehr inderte, obgleich in den 
betreffenden Fliissigkeiten noch groBe Mengen unangegriffenen Zuckers 
nachblieben. Diese Tatsache wird auch durch die Versuche Nr. 39 bis 
45, die weiterhin beschrieben sind, bestiatigt (Tabelle V). Um den Ein- 
fluB des Lésungsmittels auf die Aktivitaét der Invertase festzustellen, 
wurden unter gleichen Bedingungen Ausziige aus 15 Bienenmagen 
bereitet, und zwar: mit 15 cem Glycerin und schlieBlich mit 15 cem 
physiologischer Kochsalzlésung; als Antiseptikum wurden zu jedem 
Auszuge 5 Tropfen Toluol hinzugefiigt. Am nichsten Tage wurden 
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50 ccm einer 50 proz. Saccharoselésung mit je 5 cem der erwahnten Aus- 
zuge und 10 Tropfen 'Toluol versetzt, und nach 24 baw. 48stiindigem 
Stehen bei 36 bis 40°C der Drehwinkel bestimmt. 

Die Resultate sind in der Tabelle V verzeichnet. 


Tabelle V. 
Einflu8 des Lésungsmittels auf die Aktivitat der Invertase. 
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Wie ersichtlich, wird die Invertase von allen vier bei der Bereitung 
der Extrakte benutzten Fliissigkeiten ausgezogen. Es scheint, dab 
Wasser die am stiarksten aktiven, Glycerin die am wenigsten aktiven 
Ausziige gibt. Doch hat Wasser den Ubelstand, dal} die Ausziige schnell 
verderben, und daher ist es zweckentsprechend, Wasser nur dann zu 
benutzen, wenn ein langeres Aufbewahren des Analysenmaterials nicht 
erforderlich ist. Ein sehr gutes Lésungsmittel fiir Invertase ist, was 
die Haltbarkeit der Ausziige anbetrifft, das Gemisch aus gleichen Teilen 
Wasser und Glycerin. Die Versuche ergaben, daB die mit diesem Losungs- 
mittel bereiteten Ausziige ihre urspriingliche Aktivitait mindestens 
11 Monate lang behielten (Tabelle VI). Glycerin allein hat den Nachteil, 
daB es den Gang der Inversion hemmt, wie das aus den Versuchen 
Nr. 35, 36 und 37 der Tabellen IIT und IV klar zu ersehen ist. Wie bei 
den vorhergehenden Versuchen ubt die Invertase auch bei verschiedenen 
Lésungsmitteln eine Wirkung nur in den ersten 24 Stunden aus. 

Um die Haltbarkeit der Lésungen dieses Ferments bei liingerer Auf- 
bewahrungszeit festzustellen, wurde folgender Versuch unternommen: 

6* 


2 § — Die optischen Drehungsgrade 
3e 3s &S nach Verlauf von 
7 Me 
e4N8 go 
Zeit der M i S& Sei\aq 24Stunden 48 Stunden 
Ausfiinrung des ] er ~- Bereitung s3\0- |S as 
Versucns ahd SeiemioS! . . , 
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7. VITL. 15 Bienenmagen in 7,5¢ecm 
Wasser +-7,5eem Glycerin 5 50 5 + 5,92-+ 2.50 + 5,95-- 2,50 
7. VILL. 15 Bienenmagen in 15 ccm 
H Oe 5,50 5 + 596+ 2,92 + 5,98) 3,0] 
| 21. VIII. 15 Bienenmagen in 15 cem 
Wasser ........} 5|530 5 + 590+ 053+ 592+ 051 
21. VIII. 15 Bienenmagen in 7,5cem 
| Wasser + 7,5cem Glycerin 5 50 5 + 592+ 240+ 6,03 + 245 
| 21. VIII. 15 Bienenmagen in 15 cem 
Glycerin. ....... 5!50 5 +46,13)-+ 3,25\+ 6,15'-+ 3,19 
21. VIII. 15 Bienenmagen in 15 cem 
physiolog. Kochsalzldsung 5 50 5 + 5,75 — 0,256 +- 5,83 — 0,38 
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Den 16. November 1917 wurde ein Auszug aus 30 Bienenmagen 
bereitet; als Extraktionsmittel dienten 30 ccm eines Gemisches von 
Wasser und Glycerin (1:1), wobei noch 10 Tropfen Toluol zugesetzt 
wurden. Dieser Auszug wurde an einem dunkeln Ort bei Zimmer- 
temperatur aufbewahrt und den 17. November 1917, den 10. April 1918 
und den 15. Oktober 1918 auf die gewéhnliche Weise analysiert. Die 
Resultate dieser Analysen findet man in Tabelle VI. 


Tabelle VI. 
Aktivitét der Invertase bei der Aufbewahrung ihrer Lésungen. 





= = ¥ z Die optischen 
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‘ 3% S2 S23 ese s&s 2 
= esic:o (83) u5 wma 5 
a 63ije-|= 3 Eve VES £ 
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8 “1B jg |" S836 
46 15. XI. 1917 | 30 Bienenmagen in 16. X1.1917, 5 | 50 | 5 || +565 + 2,12 3, 
46a 15. XI. + im SYozin «11/10. IV. 1918 5 | 50 | & +680 + 230 3, 
46b 15. XI. + 10 Tropfen Toluol 15, X. 5 | 60 5 + 5,92 t 2.48 3, 


Aus der Tabelle ersehen wir, daB die Aktivitat der Invertase in 
Lésungen, die mit Wasser und Glycerin bereitet wurden, sich im Laufe 
von 11 Monaten nicht geiindert hatte, wodurch Invertase sich scharf 
von Katalase unterscheidet'). 
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Untersuchungen iiber die Wirkung des Thyroxins. 


I. Mitteilung?). 


Ober die Wirkung des Thyroxins auf Kérpergewicht und Leberglykogen 
weiBer Miiuse. 


Von 
B. Romeis. 
(Aus dem histologisch-embryologischen Institut der Universitat Miinchen.) 
(Eingegangen am 19. Oktober 1922. 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Mit der Ver6ffentlichung Kendalls®) tiber einen von ihm aus der 
Schilddriise gewonnenen, kristallisierenden Kérper, das Thyroxin, ist 
die Schilddriisenfrage zweifellos in ein neues Stadium ihrer Entwicklung 
getreten. Was die biologische Seite des Problems betrifft, fiir die es 
zunichst belanglos ist, ob die von Kendall fiir das Thyroxin angegebene 
Formel richtig ist oder nicht, so handelt es sich fiirs erste darum, in 
moglichst ausgedehnten Versuchen an Tier und Mensch die Wirksamkeit 
des neuen Korpers klarzulegen und die Ergebnisse mit den bisher be- 
kannten Wirkungen der Schilddriise zu vergleichen. Dabei wird sich 
voraussichtlich auch eine Lésung der wichtigen, noch unentschiedenen 
Frage ergeben, ob das Thyroxin das vital secernierte Hormon der Schild- 
driise darstellt. Ist diese besonders von Kendall verfochtene Auffassung 
richtig, so sind zweifellos durch seine Entdeckung auch neue Einbiicke 
in die zurzeit noch manches Ratsel bergende Wirkungsweise der Driise 
selbst zu erhoffen. 

Die Zahl der mit Thyroxin ausgefiihrten Versuche ist noch nicht sehr 
groB, was in Anbetracht der Kostbarkeit der Substanz als auch der Kiirze 


der seit ihrer Entdeckung verronnenen Zeit erklarlich ist. Zudem sind die 
bisher bekannt gewordenen Resultate nicht einheitlich. Wiahrend Kendall*), 


1) Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft Deutscher 
Wissenschaft. — Das zu den Versuchen bendtigte Thyroxin verdanke ich 
der Liebenswiirdigkeit Dr. HE. Uhlenhuths, New York. 

2) E. C. Kendall, Journ. biol. Chem. 39, 125— 147, 1919. 

3) Kendall, |. c.; Endocrinology 3, 155— 163, 1919. 
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86 B. Romeis: 


Plummer'), Biedl*), Romeis*), Cameron und Carmichael‘) eine starke 
stoffwechselsteigernde Wirkung feststellen, berichtet Thannhauser®), daB 
die intravenése Injektion des ihm zur Verfiigung stehenden Thyroxins 
bei einem Normalen wie bei einem Strumektomierten ohne jeden EinfluB 
auf Grundumsatz und N-Ausscheidung war. Auch Hppingers*) Thyroxin- 
versuche verliefen erfolglos. Vermutlich spielen bei diesen sich wider- 
sprechenden Ergebnissen neben der Art der Anwendung und Hohe der 
Dosierung noch individuelle Unterschiede eine Rolle, die ja auch von der 
Medikation der bisherigen Schilddriisenpriparate her bekannt sind. Gerade 
hinsichtlich der individuellen Reaktionsunterschiede ist aber nunmehr 
eine Erweiterung der jetzigen Kenntnisse zu erhoffen, da jetzt im Thyroxin 
eine einheitliche, chemisch reine Substanz vorliegt, die bei ihrer eiweib- 
freien Natur eine genaue subkutane wie intravenése Dosierung und damit 
die Ausschaltung schwer berechenbarer Zufilligkeiten erlaubt. 


In dieser hier vorliegenden Mitteilung méchte ich zuniichst lediglich 
iiber den EinfluB des Thyroxins auf Kérpergewicht und Leberglykogen 
bei weiBen Miausen berichten. 


Die Wirkung des Thyroxins auf das Kérpergewicht. 
Versuch 1 bis 5 (Maus Nr. 1 bis 15). 

Die fiir diese Versuche verwendeten weifen Miause werden aus den 
Nachkommen der ersten Generation eines kraftigen Stammpiirchens aus- 
gewahlt. Jeder Versuch besteht aus drei Tieren, von denen das erste als 
Kontrolle dient, wiihrend das zweite und dritte mit Dijodtyrosin bzw. 
Thyroxin injiziert wird. Das Geschlecht der Tiere stimmt mit Ausnahme 
von Versuch 2 innerhalb der einzelnen Versuche iiberein (Versuch 1 und 
3 o'c’, Versuch 4 und 5 22). Es wurde darauf geachtet, daB das Gewicht 
der Tiere innerhalb eines Versuchs méglichst gleich war. 

Um das Verhalten der Tiere genau verfolgen zu kénnen, war es notig, 
sie in Einzelhaft zu halten. Jede Maus wurde daher in eine mit einem 
Drahtnetz verschlossene Steingutschale von 1000 cem Rauminhalt gesetzt, 
deren Boden mit einer Lage Torfmull bestreut war. AuBerdem bekamen 
die Miiuse etwas Holzwolle zum Nestbau. Die Fiitterung erfolgte taglich 
einmal, und zwar regelmiBig nachmittags 6 Uhr. Als Futter wurden ab- 
wechselnd gebihte Semmeln, gebihtes Brot, Weizenkérner, Wasser und 
Mich verabreicht. Fiir kurze Zeit erhielten die Tiere auch Speck und Kise. 
Das Brot wurde aus 250 g Mehl, 20 g Hefe, 35 g Zucker, 25 g Butter, etwas 
Salz und Milch gebacken, in Scheiben geschnitten und gebiaiht. Bei Trankung 
mit Milch erhielten die Tiere wegen der geringen dabei verabreichten Fliissig- 
keitsmenge (je 2ccm) morgens auBerdem noch etwas Wasser. 


1) Plummer, genannt bei Kendall, |. c. 

2) A. Biedl, Verh. 34. Kongr. d. d. Ges. inn. Med., Wiesbaden 1922; 
Ber. Klin. Wochenschr. 1, 1281. 

3) B. Romeis, Klin. Wochenschr. 1, 1262. 

4) A. T. Cameron and J. Carmichael, Journ. biol. Chem. 46, 35—52, 
1921. 

5) Thannhauser, Verh. 34. Kongr. d. d. Ges. inn. Med., Wiesbaden 1922; 
Ber. Klin. Wochenschr. 1, 1281. 

6) Eppinger, ebendaselbst. 
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Durch vorausgegangene Versuche wurde festgestellt, daB 3g Semmel 
oder Brot pro Tag ausreichten, um normale Tiere langere Zeit auf ihrem 
Anfangsgewicht zu halten. Bei gleichzeitiger Verabreichung von 2 ccm 
Milch geniigen 2g. Die den Tieren wihrend der Versuche zugewogenen 
Futterportionen entsprechen diesen Feststellungen. Alles weitere kann 
den Eintragen in den beigegebenen Kurven entnommen werden. 

Die Wagung der Tiere erfolgte taglich zur gleichen Zeit, und zwar 
unmittelbar vor der Fiitterung und Einspritzung. Hierauf wurden die 
Versuchstiere mit Dijodtyrosin baw. Thyroxin subkutan unter die Riiecken- 
haut injiziert; um ein Ausspritzen der Fliissigkeit aus dem Stichkanal 
zu verhindern, ein Vorgang, der bekanntlich gerade bei Mausen sehr leicht 
eintreten kann, wurde die entstandene Quaddel vor dem Herausziehen 
der Nadel durch leichtes Kneten vollkommen verrieben. Die zur Injektion 
verwendeten Lésungen wurden in der Weise bereitet, da’ 1 mg Dijod- 
tyrosin bzw. Thyroxin in 10 cem destillierten Wassers mit einem Glasstab 
fein verrieben und durch Zusatz von 0,2 cem einer n/10 NaOH zur Losung ge- 
bracht wurde. Sodann wurde mit destilliertem Wasser auf 100 cem aufgefiillt, 
so daB also 1 cem einer Lésung 0,01 mg der betreffenden Substanz enthiilt. 
Die in einer Einspritzung verabreichte Dosis stieg im Laufe der Versuche 
von 0,005 auf 0,04 mg. Fiir die letztgenannte Dosis wurde die Konzentration 
der Lésung starker gewiihlt (4 mg: 100cem). Die Einspritzungen wurden 
in zwei durch eine mehrwéchige Zwischenpause getrennten Perioden vor- 
genommen. Die erste Injektionsperiode dauerte vom 27. Juni 1922 bis 
7. Juli, die zweite vom 29. Juli bis zum Abschlu8 des Versuchs am 18. August 
1922. Wiahrend der ersten Periode stieg die Dosierung pro Injektion von 
0,005 auf 0,02 mg, wahrend der zweiten von 0,01 auf 0,04 mg. Die genauere 
Abstufung der Dosierung ist aus den Kurven ersichtlich. 

Wiahrend der ersten 6 Versuchstage wurden keine Injektionen aus- 
gefiihrt, um zuniachst den Verlauf der Gewichtskurven im allgemeinen 
zu priifen. Wie die beigegebenen Kurven zeigen, ergaben sich dabei kleinere 
tigliche Schwankungen, die sich jedoch bis zum 7. Tag wieder ziemlich 
ausgeglichen hatten. Die Futterrationen wurden wiihrend dieser Zeit von 
allen Tieren vollig aufgezehrt. Vom 7. Tage an erhielten sie dann an Stelle 
der Semmel das oben in seiner Zusammensetzung angegebene Brot, das 
anscheinend nahrhafter war, da die Kontrolltiere von jetzt ab nicht selten 
kleine Reste davon zuriicklieBen. 

Betrachten wir nun zunichst den Verlauf der Gewichtskurve der 
Kontrolltiere (Versuch 1: Nr. 1; Versuch 2: Nr. 2; Versuch 3: Nr. 3; Ver- 
such 4: Nr. 4; Versuch 5: Nr. 5), so zeigt sich, daB sich das Kérpergewicht 
derselben bei der angegebenen Kost, die nur einmal auf die Dauer je eines 
Tages durch etwas Speck und Milch ergiinzt wird, vom 27. Juni bis 24. Juli 
auf ziemlich gleicher Héhe halt. Geringere Schwankungen werden immer 
bald wieder ausgeglichen. Es tritt weder wesentliche Abnahme noch Zu- 
nahme ein. Vom 24. Juli an, als die Tiere etwas Kase und dann dauernd 
2cem Milch statt Wasser erhalten, tritt durchgehends eine betrachtliche 
Zunahme des Kérpergewichts ein, obwohl die Brotration gleichzeitig auf 
2g vermindert wird. 


Vergleicht man nun damit die Gewichtskurven der mit Dijodtyrosin 
eingespritzten Tiere (Versuch 1: Nr. 6; Versuch 2: Nr. 7; Versuch 3: Nr. 8; 
Versuch 4: Nr. 9; Versuch 5: Nr. 10), so ist der allgemeine Eindruck der, 
daB ihr Verlauf ziemlich weitgehend dem der Kontrolltiere entspricht. 
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Wirkung des Thyroxins. I. 93 


Das ist insbesondere in Versuch 2 und 5 der Fall, wahrend in 1, 3 und 4 
kleinere Schwankungen stattfinden, die gleich des Niheren besprochen 
werden sollen. Ich méchte dazu hier wie spater bei Erérterung der Thyroxin- 
versuche zwischen drei Zeitabschnitten unterscheiden: der ersten Injek- 
tionsperiode vom 27. Juni bis 7. Juli, dem Intervall vom 7. bis 28. Juli 
und der zweiten Injektionsperiode vom 29. Juli bis zum 17. August. 
Wabrend der ersten bekamen die Tiere zweimal 0,005 mg, dreimal 0,01 mg, 
zweimal 0,015 mg und viermal 0,02 mg Dijodtyrosin. Bei den Tieren Nr. 7 
und 10 hatten die Einspritzungen keinen Einflu8 auf die Gewichtskurve. 
Bei Nr. 6 und 9 ist das Gewicht wahrend dieser Zeit etwas niedriger, doch 
ist der Unterschied so gering, daB ihm wohl keine Bedeutung zuzumessen ist. 
Nur bei Nr. 8 findet ein gréBerer Gewichtsverlust statt, bei dem es 
jedoch in Anbetracht des Verhaltens in der zweiten Injektionsperiode 
sehr ungewiB ist, ob er als Folge der Dijodtyrosineinspritzungen zu be- 
trachten ist. 

Wihrend des Intervalls verlaufen die Kurven der Kontrollmiause und 
Dijodtyrosinmiuse vollkommen gleichmaBig ohne starke Schwankungen 
nach oben oder unten. Erst die am Ende dieses Abschnittes erfolgende 
Verabreichung von Kiise und Milch bringt ein rasches starkes Ansteigen 
des Gewichtes, das bei den Dijodtyrosinmiusen meist sogar etwas rascher 
erfolgt. Wahrend der zweiten Injektionsperiode, in der die Tiere fiinfmal 
0,01 mg, dreimal 0,015 mg, fiinfmal 0,02 mg und fiinfmal 0,04 mg Dijod- 
tyrosin erhielten, verlauft die Gewichtskurve in den Fillen, in welchen 
sie in der ersten Periode tiber der Normalkurve lag (Versuche 2, 3 und 5), 
auch jetzt wieder etwas oberhalb derselben, in den entgegengesetzten 
(Versuche 1 und 4) etwas unterhalb. Auch jetzt sind aber die Unterschiede 
nur gering und so wenig gesetzmiBig, dab es berechtigt ist, aus den Ver- 
suchen zu schlieBen, da Dijodtyrosin in den verabreichten Mengen bei 
Mdusen auf den Verlauf der Kérpergewichtskurve keinen nennenswerten Einflup 
ausiibt, eine Feststellung, die im Hinblick auf die von Morse!) und Romeis*) 
aufgefundene starke Wirkung des Dijodtyrosins im Kaulquappenversuch 
von Bedeutung ist. Weitere, von Th. v. Zwehl ausgefiihrte, noch nicht 
verOffentlichte Versuche mit héheren Dosen haben mir aber gezeigt, daB 
das Dijodtyrosin in stirkerer Konzentration auch bei Mausen nicht un- 
wirksam ist. 

Auch die Nahrungsaufnahme wird nicht wesentlich gesteigert, da die 
Mause ebenso wie die Kontrolltiere sowohl wihrend der ersten Injektions- 
periode wie im Intervall von ihrer Futterration haufig kleine Reste zuriick- 
lieBen. Als einzige, bei allen Dijodtyrosintieren eintretende Wirkung labt 
sich nur das Auftreten von leichtem Durchfall feststellen, der bei den 
Kontrolltieren wihrend der ganzen Versuchsdauer kein einziges Mal zu 
beobachten ist, wahrend er bei den Versuchsmiiusen vom 4. bis 5. Tage an 
einsetzte und meist auch noch nach Aussetzen der Einspritzungen wahrend 
der ersten Tage anhielt. Am iibrigen Verhalten der Tiere konnte kein 
wesentlicher Unterschied gegeniiber den Kontrollen festgestellt werden. 
Simtliche Tiere sind bei Abschlu8 des Versuchs noch am Leben. Der 
Sektionsbefund der am 18. August 1922 getéteten Dijodtyrosinmiuse 
entspricht véllig normalen Verhiltnissen. Die Fettdepots der Tiere sind 
sehr reichlich. Eine Reizung des Darms ist nicht zu erkennen. 


1) M. Morse, Journ. biol. Chem. 19, 1915. 
2) B. Romeis, Arch. f. Entw.-Mech. 50, 410—467, 1922. 
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Ganz anders liegen die Verhiltnisse bei den mit Thyroxin eingespritzten 
Mausen (Versuch 1: Nr. 11; Versuch 2: Nr. 12; Versuch 3: Nr. 13; Versuch 4: 
Nr. 14; Versuch 5: Nr. 15), obwohl die Dosierung véllig mit jener der 
Dijodtyrosingruppen tibereinstimmt. Schon wahrend der ersten Injektions- 
periode treten hier aber auch starke individuelle Unterschiede auf. In 
Versuch 1 (Maus Nr. 11) macht sich schon unmittelbar nach Beginn eine 
Gewichtsabnahme bemerkbar, die schlieBlich betrachtliche Grade erreicht; 
noch rascher und starker ist der anfaingliche Kurvenabfall bei Maus Nr. 14. 
In Versuch 2 (Maus Nr. 12) vollzieht sich der Riickgang des Gewichts, 
der auch im ganzen geringer ist, viel langsamer; bei Maus Nr. 13 (Versuch 3) 
gleicht sich die anfiaingliche maéBige Abnahme trotz zunehmender Dosierung 
gegen Ende der Periode wieder voéllig aus, und im Versuch 5 (Maus Nr. 15) 
stimmt der Verlauf der Kurve weitgehend mit dem der Kontroll- und 
Dijodtyrosinmaus des gleichen Versuchs iiberein. So laBt sich demnach 
schon wiahrend dieser ersten Injektionsperiode eine Reihenfolge von Tieren 
mit starker und schwacher Reaktion aufstellen. 

Das Nahrungsbediirfnis erfahrt unter dem EinfluB des Thyroxins 
eine sichtliche Steigerung; in den meisten Fillen ist die verabreichte Futter- 
ration bis auf das letzte Kérnchen aufgezehrt. Mit Ausnahme von Nr. 14 
haben die Tiere stark unter Durchfall zu leiden. Sehr auffallend ist ferner 
die starke Nervositiét der Tiere, die insbesondere gegen Ende der ersten 
Injektionsperiode sehr aufgeregt in ihren Kafigen umherlaufen, sehr leicht 
erschrecken, bissig sind und beim Wagen nur mit Miihe auf der Wagschale 
zu halten sind. Auch feiner Tremor des ganzen K6rpers ist zu beobachten. 
Bei Maus Nr. 13 und 15 sind diese Erregungserscheinungen weniger stark 
ausgeprigt. Das Fell der Tiere ist struppig, wie gegen den Strich gebiirstet, 
und 1a8t viel Haare. 

Die individuellen Unterschiede sind auch wihrend des Intervalls 
noch deutlich bemerkbar. Besonders bei Nr. 11 nimmt die Abnahme des 
K6rpergewichts selbst nach Aussetzen der Einspritzungen noch ihren 
Fortgang, bis nach 10 Tagen der tiefste Punkt erreicht ist. Bei Nr. 14, 
12 und 13 schreitet die Gewichtsabnahme gleichfalls noch etwas weiter, 
wihrend sich bei Nr. 15 die Kurve eng an den Verlauf der normalen an- 
schlieBt. Wie bei den Dijodtyrosin- und Kontrolltieren hat auch bei den 
Thyroxinmiausen die Zulage von Kise und Milch ein rasches Ansteigen des 
Gewichts zur Folge, wobei jedoch jene Miuse, die auf Thyroxin am starksten 
reagierten (Nr. 11 und 14), den Verlust am schlechtesten ausgleichen. 
Wiahrend die Kontroll- und Dijodtyrosintiere der gleichen Versuche ihr 
Anfangsgewicht unter dem Einflu8 der verbesserten Ernaihrung zum Teil 
betrachtlich iiberschreiten, erreichen die genannten zwei Thyroxintiere 
nicht einmal vollig das Anfangsgewicht. 

Am 29. Juli setzt die zweite Injektionsperiode ein, in deren Verlauf 
die bereits festgestellten individuellen Unterschiede wieder in gleicher 
Weise hervortreten. Bei Nr. 11 und 14, die in der ersten Periode am auf- 
filligsten reagiert hatten, kommt es 9 bzw. 11 Tage nach Wiederaufnahme 
der Einspritzungen zu plétzlichem Exitus. Maus Nr. 11, die vor der In- 
jektion keine besonders auffilligen Erscheinungen zeigte, fallt wenige 
Minuten nach derselben plétzlich um und stirbt in wenigen Augenblicken 
ehne Krampferscheinungen. Die Sektion des Tieres ergibt ein sehr starkes 
Schwinden der Fettdepots. Herzkammer und Vorhdfe sind stark gefiillt 
und erweitert, am Darm fiallt keine besondere Auftreibung oder Rétung 
auf. Die Samenblasen und Fettkérper sind sehr klein, beide Hoden schlaff. 
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Im iibrigen ist in Schidel-, Brast- wie Bauchhoéhle nichts Besonderes fest- 
zustellen. Die Gesamtmenge des in der zweiten Periode diesem Tiere ein- 
gespritzten Thyroxins betriigt 0,115 mg, also weniger als bei der ersten 
Periode. Bei Maus Nr. 14 machte sich bald nach Wiederbeginn der In- 
jektionen ein ziemlich starkes Abnehmen des Kérpergewichts bemerkbar. 
Am 11. Tage bekommt das stark abgemagerte unruhige Tier 20 Minuten 
nach der Einspritzung heftige klonische Kriimpfe, die in etwa einer Minute 
zum Tode fiihren. Das Sektionsergebnis stimmt mit dem von Nr. 11 iiberein, 
nur ist hier entsprechend dem Geschlecht das periovariale Fettgewebe 
stark vermindert. Die Gesamtmenge des seit 29. Juli dem Tiere ein- 
gespritzten Thyroxins betrigt 0,155 mg, eine Menge, die es wihrend der 
ersten Periode noch iiberwunden hatte. 

Bei Maus Nr. 13, die withrend der ersten Periode einen maBigen Ge- 
wichtsverlust zuletzt wieder ausglich, kommt es bald nach Beginn der 
Injektionen zu einer Abnahme, die aber erst nach Uberschreiten der da- 
maligen Gesamtdosis bei erhéhten Einzeldosen (0,04 mg) in einen rapiden 
Gewichtsabfall iibergeht. Am 13. August ist das stark abgemagerte, sehr 
unruhige Tier so schwach, da es fraglich erscheint, ob es die Nacht noch 
tiberlebt; es wird daher, um es durch zu langes Liegen nach dem Tode 
fiir die histologische Untersuchung nicht zu verlieren, getétet. Der Sek- 
tionsbefund ist wie bei Nr. 11. Die Gesamtmenge des ihm seit 29. Juli 
injizierten Thyroxins betrigt 0,275 mg. 

Wihrend diese drei Tiere demnach schon im Verlauf der Injektions- 
periode zugrunde gehen, tritt der Einflu8 des Thyroxins bei Maus Nr. 12 
und 15 langsamer zutage. Die Tiere sind bei Abbruch des Versuchs am 
18. August zwar sehr erregt, im iibrigen aber nicht so hinfallig wie Nr. 13. 
Immerhin hat die zuletzt eingetretene Erhéhung der Einzeldosen auf 
0,02 und 0,04 mg auch bei ihnen zu einer gesteigerten Gewichtsabnahme 
gefiihrt, der auch die starke Reduktion des Fettpolsters, die bei der am 
18. August 1922 vorgenommenen Sektion festgestellt wird, entspricht. 
(Gesamtmenge des verabreichten Thyroxins seit 29. Juli 0,395 mg.) Bei 
Fortdauer der Injektionen wiire wohl in den nichsten Tagen mit dem Tode 
der Tiere zu rechnen gewesen. Die Sektionsbefunde entsprechen jenen 
der Miuse Nr. 11, 12 und 14. Auffallend erscheint, da die wihrend der 
ersten Injektionsperiode sowohl bei den Dijodtyrosin- wie Thyroxintieren 
beobachtete Reizwirkung auf den Darm, diesmal bei beiden Gruppen voll- 
kommen ausgeblieben ist. Ob das mit der Ernaihrung der Tiere zusammen- 
hangt (Milchzusatz ?) oder auf andere Weise zu erklairen ist (GewOhnung 
oder dergleichen), vermag ich nicht zu entscheiden. 


Die Wirkung des Thyroxins auf den Kohlenhydratstoffweehsel der Leber. 


An den oben beschriebenen Miausen sollte gleichzeitig auch der Einflu8 
des Thyroxins auf den Glykogengehalt der Leber untersucht werden. 
Zum Vergleich wurden auch an einigen der Kontrolltiere Glykogen- 
bestimmungen ausgefiihrt. Die Leber wird dazu unmittelbar nach dem 
Tode des Tieres entnommen, zerstiickelt und nach der von Abelin und 
Jajfé!) genauer beschriebenen Methode in ein gewogenes, 7 ccm heibe 
60proz. KOH enthaltendes Hartglasreagenzréhrchen geworfen. Nach 
nochmaliger Wagung zur Feststellung des Lebergewichts wird das mit 


1) J. Abelin und J. Jaffé, diese Zeitschr. 102, 39—57, 1920. 
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einem Glasstopsel lose verschlossene Réhrchen auf 3 Stunden in ein kochen- 
des Wasserbad gestellt. Nach '/,, 1 und 2 Stunden wird das Hydro- 
lysat mit einem Glasstab durchgeriihrt. Nach Abkiihlen wird das 
Hydrolysat mit 8 cem destilliertem H,O in ein Becherglas gespiilt und mit 
30 cem 96 proz. Alkohol gefallt. Der Niederschlag wird nach mehrstiindigem 
Absetzen vorsichtig auf einem kleinen Filter gesammelt, mit 60proz., 
96 proz. und absolutem Alkohol wie mit Ather gewaschen und im Luft- 
strom getrocknet. Das nun auf dem Filter wie an der Wand des Becher- 
glases haftende Glykogen wird in 90 ccm heifen Wassers gelést, das Filtrat 
mit 4 ecm konzentrierter Salzsiure versetzt und 3 Stunden lang im kochen- 
den Wasserbade hydrolysiert. Nach Abkiihlen wird die Lésung mit 60proz. 
KOH auf ganz schwach saure Reaktion gebracht und in einem geeichten 
MeSkoibchen mit destilliertem Wasser auf 100 ccm aufgefiillt. Hierauf 
wird an drei Proben von je 20 ccm die Zuckerbestimmung nach Bertrand 
ausgefiihrt. 
Analysen: 
Titer der Kaliumpermanganatlésung fiir alle Bestimmungen: 1 cem 
entspricht 13,81 mg Cu. 
Maus Nr. 1 (Kontrolle). 
Analyse 1. Verbrauch an KMnOQ,-Lésung. . 1,20 
” 2. 9 AE 
re 3. ss cs ee 
Durchsehnitt. . 1,20 
100 cem der Lésung enthalten also 43 mg Zucker = 39,86 mg Glykogen. 
Gewicht der Leber 750 mg; Glykogengehalt 5,31 %. 


Maus Nr. 2 (Kontrolle). 


Analyse 1. Verbrauch an KMnO,-Lésung. . 1,05 
” . erty 
” 3. io. cs ae Rane 


Durchschnitt. . 1,08 


100 cem der Lésung enthalten also 38,5 mg Zucker = 35,69 mg 
Giykogen. Gewicht der Leber 680 mg; Glykogengehalt 5,25 %. 


Maus Nr. 3 (Kontrolle). 
Analyse 1. Verbrauch an KMnO,-Lésung. . 0,92 
» 2 eee 
” 3. jot 3's a DOR 
Durchschnitt. . 0,89 
i00 ccm der Lésung enthalten also 31,3 mg Zucker = 29,02 mg Gly- 
kogen. Gewicht der Leber 520mg; Glykogengehalt 5,58 %. 


Maus Nr. 11 (Thyroxin). 
Bei der Untersuchung der Leber (Gewicht 480 mg) konnte kein Glykogen 
nachgewiesen werden. 
Maus Nr. 12 (Thyroxin). 
Analyse 1. Verbrauch an KMnQ,-Lésung. . 0,04 


” 2. o a wo BOS 
” 3. ys ” er 0,05 


Durehschnitt. . 0,05 
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100 cem der Lésung enthalten also 1,69 mg Zucker = 1,53 mg Glykogen. 
Lebergewicht 650 mg; Glykogengehalt 0,24 %. 
Maus Nr. 13 (Thyroxin). 
Analyse ba Verbrauch an KMn0O,-Lésung. . 0,02 
. 0,02 
. 0,03 


. 0,02 


100 cem der Lésung enthalten also 0,69 mg Zucker = 0,63 mg Glykogen. 
Gewicht der Leber 580 mg; Glykogengehalt 0,11 %%. 


Maus Nr. 14 (Thyroxin). 
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Durchschnitt. 






Analyse 1. Verbrauch an KMn0O,-Lésung. . 0,05 
” 2. ” ” ” wo «. OF 
” 3 9 9 ~ ary oe 





Durchsechnitt. . 0,06 
100 cem der Lésung enthalten also 2,03 mg Zucker = 1,88 mg Glvkogen. 
Lebergewicht 560 mg; Glykogengehalt 0,34 %. 
Maus Nr. 15 (Thyroxin). 


Analyse 1. Verbrauch an KMnOQ,-Lésung. . 0,10 
0,09 
. 0,09 


Durchsechnitt. . 0,09 
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100 cem der Lésung enthalten also 3,15 mg Zucker = 2,93 mg Glykogen. 
Gewicht der Leber 600 mg; Glykogengehalt 0,49 %. 


Tabelle I. 















| Kontrolltiere 


Maus 2 


Cc g Co 














K6rpergewicht vor ervey phn teh 17,0 g 17,0 g 13,8 g 
Lebergewicht . . . yf. Cag 680 mg 520 mg 
Gly kogengehalt oe ah eke we ee 35,69 mg 29,02 mg 
Glykogengehalt prozentual zum /|' 

Lebergewicht.........{| 5,31% 5,25 % 5,58 %, 

















Thyroxintiere 


Maus 11 Maus 12 Maus 13 Maus 14 Maus 15 
a od or ? 























K6rpergewicht vor 
SONG sw el ee A 13,5 ¢ 12,52 110 ¢ 13,0 g 







Lebergewicht ..... | 480mg 650mg | 580mg | 560mg 600mg 
Glykogengehalt ... . frei 1,53 mg | 0,63 mg! 1,88 mg 2,93 mg 
Glykogengehalt prozen- | 

tual zum Leberg ewicht 0% 0,24 % | 0,11% | 0,384% 0,49% 






Gesamtmenge des inji- 
zierten Thyroxins!) . (0,115 mg 0,395 mg | 0,275 mg 0,155 mg 0,395 mg 





1) Wahrend der zweiten Injektionsperiode; die der ersten ist un- 
beriicksichtigt. 
Biochemische Zeitschrift Band 135 























B. Romeis: 


Aus diesem Ergebnis der Glykogenbestimmungen (s. auch Tabelle 1) 
geht unzweifelhaft hervor, daB das Leberglykogen in den mit Thyroxin 
injizierten Tieren ganz auBerordentlich vermindert ist. Wiahrend die 
Leber der Kontrolltiere sehr reichlich Glykogen enthilt, dessen Menge 
den von anderen Autoren z. B. bei der Ratte festgestellten Verhiltnissen 
durchaus entspricht, ist ihr Glykogengehalt bei Maus Nr. 12 bis 15 bis auf 
geringe Spuren vermindert; bei Maus Nr. 11 ist sie sogar véllig glykogenfrei. 


Versuch 6. 

Aufgabe dieses Versuchs war, festzustellen, ob sich der Glykogen- 
gehalt der Leber auch noch durch schwichere Thyroxingabe beeinflussen 
laBt. Die aus zwei Geschwisterwiirfen stammenden Miuse werden in eine 
Kontrollgruppe (Maus Nr. 16 bis 18) und eine Thyroxingruppe (Maus Nr. 19 
bis 24) getrennt, die beide in mit Torfmull und Holzwolle versehenen Glas- 
kasten gehalten werden. Die Miaiuse bekommen Semmel, Brot (s. 8. 86) 
und Milch im Uberschu8. Die Injektion der Thyroxinlésung (1 mg: 100 eem 
H,Q) erfolgt wie bei den Versuchen 1 bis 5 spit nachmittags nach voraus- 
gegangener Wiagung subkutan unter die Riickenhaut. Die Dosierung ist 
in der nachfolgenden Tabelle IT verzeichnet. 


Tabelle LI. 





Gewicht der Tiere g 
en Gruppe a Kontrolle “ Gruppe b Thyroxin Injektionsmenge 
Nr. 16, Nr. 17, Nr. 18, Nr. 19 Nr, 20, Nr. 21) Nr. 22) Nr, 23) Nr. 24 


BERS £4 fo ee et ae ae mg 
25. VII. 7,8 | 12,8! 11,2]/ 12,2) 11,0 | 12.2) 15,2) 15,5;) 95 = 
29. 7,0 122 110/128 11,0 122 148 142 102 ‘ 
30. eee ey ee ee ee ee ee _ 0,01 
31. ee ee ee ee ee ee a 0.01 
1. VIII. 83 13.0 125 126 115 140 148 145 114 0,01 
2 90 135 132 125 118 148 152 148) 12.0 0.015 
3 90 145 135 128 118 150 162 15,5, 12,2 0.015 
4, 95 145/135 13.0 125 148 17,0 15.2) 12¢ 0,015 
5. 


10.0 14,2 13.7 13,0 12,6 15.0 168 15,2) 123 = 


Bei der verhaltnismaBig kurzen Dauer des Versuchs und den geringen 
Dosen (im ganzen 0,075 mg) war von vornherein zu erwarten, daf die in 
Versuch 1 bis 5 zutage getretene Abnahme des Korpergewichts in diesem 
Versuch ausbleibt, zumal den Tieren ja auch Futter im Uberschu8 zur 
Verfiigung stand. Immerhin ist aber auch hier eine gewisse Beeinflussung 
zu erkennen, insofern die durchschnittliche Gewichtszunahme bei der 
Thyroxingruppe am Ende des Versuchs geringer ist als bei der Kontroll- 
gruppe (Thyroxingruppe 1,57 g; Kontrollgruppe 2,03 g). Erscheinungen 
seitens des Nervensystems waren bei diesem Versuch nicht zu beobachten. 
Die Bestimmung des Glykogens erfolgte an den durch Kopfabschneiden 
getéteten Tieren wie bei Versuch 1 bis 5. 


Analysen. 
Maus Nr. 16 (Kontrolle). 
Analyse 1. Verbrauch an KMnO,-Lésung. . 0,85 


* 2 - a a ae 
9 3. 9 %? > o . . 0,85 


Durchschnitt. 0,86 
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Wirkung des Thyroxins. I. 
In der Gesamtlésung also 30,4mg Zucker = 28,18 mg 
Gewicht der Leber 500mg; Glykogengehalt 5,63 %. 


Maus Nr. 17 (Kontrolle). 
Analyse 1. Verbrauch an KMn0O,-Lésung. . 1,01 


» 2. » >» ¥ on « « OS 

” 3. D ” 9 se 6 
Durchschnitt. . 1,02 

In der Gesamtlésung also 36,4 mg Zucker = 33,74 mg 


yewicht der Leber 550 mg; Glykogengehalt 6,13 °%. 
Maus Nr. 18 (Kontrolle). 


Analyse 1. Verbrauch an KMnO,-Lésung. . 1,37 
’ 2. %° ” > . . . Pi 

” 3. ” ” ” %? . e 1,27 
Durchsehnitt. . 1,31 


In der Gesamtlésung also 47,2 mg Zucker = 43,76 mg 
Gewicht der Leber 750 mg; Glykogengehalt 5,83 %. 
Maus Nr. 19 (Thyroxin). 


Analyse 1. Verbrauch an KMnO,-Lésung. . 0,33 
99 2. 9° ”” %° ” . . 0,30 
” 3. > > ’° %9 e ° 0,34 


Durchsehnitt. . 0,32 
In der Gesamtlésung also 10,7 mg Zucker = 9,48 mg 
sewicht der Leber 480 mg; Glykogengehalt 2,01 %. 
Maus Nr. 20 (Thyroxin). 
Analyse 1. Verbrauch an KMnQ,-Lésung. . 1,01 


” 2. ” ” oP a . o Bs 
% 3. - = ‘in —_s 


Durchsehnitt. . 1,02 


In der Gesamtlésung also 36,4 mg Zucker = 33,74 mg 
Gewicht der Leber 680 mg; Glykogengehalt 4,96 %. 


Maus Nr. 21 (Thyroxin). 


Analyse 1. Verbrauch an KMnO,-Lésung. . 0,30 


Pa 2. veh FY - eg a 
He 3. ted s ta se et 


Durchsehnitt. . 0,29 
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Glykogen. 


Glykogen. 


Glykogen. 


CGlykogen. 


Glvkogen. 


In der Gesamtlésung also 10 mg Zucker = 9,27 mg Glykogen. Gewicht 


der Leber 800 mg; Glykogengehalt 1,16 %. 
Maus Nr. 22 (Thyroxin). 
Analyse 1. Verbrauch an KMnQ,-Lésung. . 0,58 


’° 2. 9° 9° .°? ? . . 0,54 
” 3. - bs os on es ee 
Durchsechnitt. . 0,55 


In der Gesamtlésung also 18,8 mg Zucker = 17,43 mg 
Gewicht der Leber 850 mg; Glykogengehalt 2,05 %. 
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Glyvkogen. 
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Maus Nr. 23 (Thyroxin). 
Analyse 1. Verbrauch an KMnO,-Lésung. . 0,46 
” 2. ” ” » ns os OS 
’ 3. ” ” ” ew i ae 
Durchschnitt. . 0,49 
In der Gesamtlosung also 16,5 mg Zucker = 15,3 mg Glykogen. 
Lebergewicht 950 mg; Glykogengehalt 1,60 %. 
Maus Nr. 24 (Thyroxin). 
Analyse 1. Verbrauch an KMnO,-Lésung. . 0,27 


” 2. ” ” 9 Sita «<3 ee 
” 3. ory ” ” ” — 0,32 


Durchschnitt. . 0,30 


In der Gesamtlésung also 10,1 mg Zucker = 9,36 mg Glykogen. 
Lebergewicht 650 mg; Glykogengehalt 1,44 % 


Wie die Ubersicht in Tabelle III deutlich erkennen laBt, ist der Gly- 
kogengehalt der Leber bei den mit Thyroxin injizierten Tieren gegeniiber 
dem der Kontrolltiere deutlich vermindert. Nur bei Maus Nr. 20 ist das 
Glykogen noch sehr reichlich vorhanden, ohne da sich aus dem Geschlecht 
des Tieres oder irgend welchen auBeren Umstianden dafiir eine Erklarung 
ergeben wiirde. Es scheinen eben auch hier individuelle Unterschiede zu 
bestehen, ahnlich wie sie fiir das Verhalten des K6rpergewichts schon in 
den vorausgehenden Versuchen festgestellt wurden. Ein Vergleich der 
absoluten wie relativen Glykogenzahlen dieses Versuchs mit jenen der 
Versuche 1 bis 5 laBt erkennen, daB das Leberglykogen im Versuch 6 in 
erheblich schwacherem Mae angegriffen wurde als bei Maus Nr. 11 bis 15. 
Die Differenz erklart sich zwanglos aus den niedrigeren Dosen (Versuch 1 
bis 5: Gesamtmenge des verabreichten Thyroxins in der zweiten Injektions- 
periode: 0,155 bis 0,395 mg; Versuch 6: 0,075 mg). 


Tabelle III. 








a fi Kontrollgruppe 
i Maus 16 Maus 17 Maus 18 
| e 2 o 
K6rpergewicht vor wiees - ee rose 10,0 g 14,2 g 13,7 g 
Lebergewicht .. . eee 500 mg 550 mg 750 mg 
Glykogengehalt .. . Mee 28,18 mg 33,74 mg 43,76 mg 
Glykogengehalt prozentual zum 
Lebergewicht . . . ae 5,63 %, 6,13 % 5,83 %, 
Thyroxingruppe ‘i “a9 
Maus 19 Maus 20 Maus 21 Maus 22 Maus 23 Maus 24 
g 2 o ro C 2 2 
K6rpergewicht vor Tétung || 13,0 ¢ 12,6 ¢g 15,9 g 16,8 g 15,3 g 12,3 g 
Lebergewicht. ..... .|| 480mg 680mg 800mg | 850mg 950mg 650 mg 
Glykogengehalt. . . . . .|| 9,48 mg (33,74mg) 9,27 mg /17,43 mg 15,3 mg | 9,36 mg 
Glykogengehalt prozentual 
zum Lebergewicht . . .|| 2,01°/, | 4,96°/, | 1,16°/, | 2,05°/) | 1,61°/, | 1,44°/, 


Gesamtmenge des injizierten 
Thyroxins ..... . . (0,075 mg 0,075 mg 0,075 mg | 0,075 mg 0,075 mg 0,075 mg 
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Versuch 7. 


Nachdem die im vorausgehenden Versuch eingespritzte Thyroxin- 
menge nicht ausreichte, um die Leber véllig glykogenfrei zu machen, wurde 
sie in diesem Versuch verdoppelt (Einzeldosis 0,02 bis 0,04 mg, Gesamt- 
menge 0,14 mg). Im iibrigen waren die Versuchsbedingungen gleich. Kurz 
nach Beginn der Einspritzungen (vgl. Tabelle IV) ging die kleinste der 
Thyroxinmiause (Nr. 27) plétzlich zugrunde; ob infolge der Thyroxin- 
wirkung, kann nicht entschieden werden. Bei der Sektion lie®B sich nichts 
Wesentliches feststellen. Ein zweites Tier (Maus Nr. 29) starb am 6. Tage 
nach der ersten Einspritzung. Bei diesem waren die GefaSe des Diinndarms, 
der aufgebliht und mit braunlicher Fliissigkeit gefiillt war, erweitert. 
Die Herzkammern standen, wie bei Maus Nr. 11, 13 und 14, in Diastole 
und waren prall mit Blut gefiillt. Die Fettdepots waren etwas angegriffen, 
an den iibrigen Organen konnten makroskopisch keine wesentlichen Ver- 
anderungen aufgefunden werden. 


Tabelle IV. 





Gewicht der Tiere g 


Injizierte Menge 


aie Gruppe a Kontrolle Gruppe b Thyroxin von ‘Tisvenin 
i Maus 25 Maus 26 Maus 27. Maus 28 Maus 29 Maus 30) 
rou rou on ro rou ro mg 
7, VIII. 11,2 9,7 10.8 15,3 12.8 13,6 
8. 11.0 10,0 11,0 15,6 13,0 14,0 — 
9. 11,2 9.8 11,0 15,5 12.8 13,5 0.02 
10. 11,2 10,0 11,0 15,5 13,0 12,8 0,02 
11. 11,0 9.8 tot 15,2 12,8 14,0 0,02 
12. 11,0 9.5 15,8 12,2 13,0 0,04 
13. 10,5 9.0 13,2 11,8 12,8 
14. 10,8 9,0 14.2 11,0 13,0 0,04 
15. 11,2 9.5 14.0 tot 12.8 — 


Am 15, August werden die noch iibrigen Tiere des Versuchs, an denen, 
abgesehen von einer geringen Abnahme des Koérpergewichts, ‘iuBerlich 
keine nennenswerte Beeinflussung zu erkennen ist, getétet. Wie die Sektion 
ergab, war das Korperfett in miBigem Grade vermindert, besonders bei 
Maus Nr. 28, bei der auch die Glandulae vesiculares verkleinert waren. 
An den tbrigen Organen fanden sich keine makroskopisch feststellbaren 
Veranderungen. 

Die wie bei den vorausgehenden Versuchen durchgefiihrte Unter- 
suchung der Leber auf Glykogen (s. Tabelle V) ergab bei der kurz nach 
Beginn der Einspritzungen gestorbenen Maus Nr. 27 eine deutliche Ver- 
minderung des Glykogengehalts. Extreme Grade erreicht dieselbe bei 
Nr. 30 und besonders bei Nr. 28 und 29, deren Leber vollig glykogenfrei 
gefunden wurde. Die verhaltnismaBig geringe Menge von 0,14 mg Thyroxin 
ist also hinreichend, um die Leber der Maus fast voéllig glykogenfrei zu 
machen. 
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Tabelle V. 
| Kontrollgruppe Thyroxingruppe 
|| Maus 25 | Maus 26 Maus 27 Maus 28 | Maus 29 Maus 
a ae PE ro Mt PE ro 


K6rpergewicht vor Tétung 112g | 9,5¢g 110¢ 14,0 g 11,0 mg | 12,8 ¢ 





Lebergewicht .. ..... . 850mg | 400mg 600mg 730mg 680mg | 690m, 
Giykogengehalt .. . . . . . | 34,21 mg} 16,54 mg 6,27 mg frei frei 1,88 my 
Glykogengehalt prozentual | 
zum Lebergewicht . . . 4,02°/, | 4,13°/,  1,05°/, 0°), 0°), 0,27 ® 
Gesamtmenge des injizierten | 
SRYTORINE fs wie os 0,04 mg 0,14mg = 0,12 mg) 0,14 my 
Analysen. 
Maus Nr. 25 (Kontrolle). 
Analyse 1. Verbrauch an KMnOQ,-Loésung. . 1,07 
” 2. ” 9 % wim; 
99 3. ” ”” ” ” wae 1,03 


Durchschnitt. . 1,04 


In der Gesamtlésung also 36,9 mg Zucker = 34,21 mg Glykogen. 
Gewicht der Leber 850mg; Glykogengehalt 4,02 %. 





Maus Nr. 26 (Kontrolle). 
Analyse 1. Verbrauch an KMnO,-Lésung. . 0,51 
” 2. io is bi. tO 
° 3. 99 9 > 9° ® ° 0,54 


Durchschnitt. . 0,52 


In der Gesamtlésung also 17,85 mg Zucker = 16,54 mg Glykogen. 
Gewicht der Leber 400 mg; Glykogengehalt 4,13 %. 





Maus Nr. 27 (Thyroxin). 
Analyse 1. Verbrauch an KMn0O,-Lésung. . 0,21 
» 2. ” 9 » » . «hy 
» 3. » > ” a Sees 
Durchschnitt. . 0,20 


In der Gesamtlésung also 0,77 mg Zucker = 6,27 mg Glykogen. 
Gewicht der Leber 600 mg; Glykogengehalt 1,05 %. 





Maus Nr. 28 und 29 (Thyroxin). 


In der Leber (Gewicht 730 und 680mg) ist kein Glykogen nach- 
weisbar. 


Maus Nr. 30 (Thyroxin). 
Analyse 1. Verbrauch an KMnOQ,-Lésung. . 0,07 





9° 2. °° 99 9° ”° . 0,05 

” 3. ” ” ” ” Wied 0,06 
Durchschnitt. . 0,06 i 
In der Gesamtlésung also 2,03 mg Zucker = 1,88 mg Glykogen. q 
Gewicht der Leber 690 mg: Glykogengehalt 0,27 %. 
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Versuch 8. 


Nachdem sich in den vorausgehenden Versuchen die allmahliche 
Einspritzung einer Gesamtmenge von 0,2 bis 0,5 mg Thyroxin mehrmals 
als todlich erwiesen hatte, sollte in diesem Versuch noch die Wirkung 
einer einmaligen Verabreichung von 0,6 bis 0,8 mg gepriift werden. Zum 
Versuch dienen drei miinnliche Mause (Nr. 31: 10,7 g; Nr. 32: 12 g, beide 
vom gleichen Wurf; ferner Nr. 33: 21,5 g). 

13. Oktober 1922, 11,30 Uhr vormittags: Maus Nr. 31 und 32 je 0,6 mg 
Thyroxin subkutan. Maus Nr. 33 0,8 mg Thyroxin. Unmittelbar nach 
der Injektion keine auffallenden Erscheinungen. 12 Uhr: Herzschlag 
und Atemfrequenz bei den drei Tieren rascher als vorher. Die Augen- 
lider sind wie bei Lichtscheue zugekniffen. — 3 Uhr nachmittags: unver- 
andert. — 6 Uhr nachmittags, Nr. 31 und 32 erwecken wieder normalen 
Eindruck; bei Nr. 33 ist die Atmung haufig stoBweise und verlangsamt. 

14. Oktober 1922. Nr. 31: 10,5 g; Nr. 32: 11,0 g; Nr. 33: 22,0 g. Nr. 31 
und 32 ohne Befund. Bei Nr. 33 verlangsamte, stoBweise Atmung (90 bis 
95 in der Minute). Das Tier liegt andauernd schlafend im Kafig. 

15. Oktober 1922. Nr. 31: 9,5 g; Nr. 32: 10,5 g; Nr. 33: 21,0g. Auch 
bei Nr. 33 sind die Injektionserscheinungen wieder vollkommen  ab- 
geklungen. 

16. Oktober 1922. Nr. 31: 9,0g; Nr. 32: 10,8 g; Nr. 33: 21,0g. Be- 
finden normal. 

Ergebnis: 0,6 bzw. 0,8 mg Thyroxin werden bei einmaliger Injektion 
ohne wesentliche Folgeerscheinungen ertragen’). 


Besprechung der Resultate. 

Die vorliegenden Versuche erbringen den Nachweis, dab bei weiben 
Mausen erhebliche Unterschiede in der Empfanglichkeit fiir Thyroxin 
bestehen, die sich weder aus Geschlechts-, noch Alters- oder Gewichts- 
unterschieden erklaren lassen. An ein Mitspielen des letztgenannten 
Moments kénnte man zunachst deshalb denken, da die injizierte 
Thyroxinmenge nicht pro Gramm Koérpergewicht berechnet wurde, 
sondern z. B. bei allen Thyroxinmiusen der Versuche | bis 5 iiber- 
einstimmte, trotzdem das Koérpergewicht der Tiere verschieden war. 
Der Ausfall von Versuch 1 und 5, in welchen die kleinere Maus Nr. 15 
relativ mehr Thyroxin erhielt als die gréBere Nr. 11 und trotzdem 
schwiacher reagierte, zeigt aber, dab Unterschiede im Korpergewicht 
innerhalb der vorliegenden Grenzen den differenten Ausgang nicht 
erklaren. Da die Tiere des Versuchs | bis 5 aus gleich alten Geschwister- 
wiirfen stammen, kénnen auch Altersunterschiede nicht in Betracht 
gezogen werden. Von Interesse wird fiir diese Frage auch die spitere 
histologische Untersuchung der einzelnen Organe sein. 

Des weiteren zeigten die Versuche, daB bei weifen Mausen schon 
geringe Mengen von Thyroxin (0,005 bis 0,02 mg) bei mehrmaliger 


1) Wegen Mangel an Thyroxin ist es mir leider noch nicht médglich 
gewesen, die bei einmaliger Injektion tédlich wirkende Dosis fiir Mause 
festzustellen. 
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subkutaner Einverleibung ein starkes Sinken des Kérpergewichts ver- 
anlassen kénnen. Die Wirkung des Thyroxins hilt nach chronischer 
Anwendung auch nach Aussetzen der Verabreichung noch ziemlich 
lange Zeit an; das liBt sich einerseits daraus ersehen, daB die Gewichts- 
abnahme auch nach der Unterbrechung der Medikation noch fort- 
schreiten kann, andererseits aber daraus, daB in Versuch | und 4, als 
nach 21 tigigem Aussetzen die Einspritzungen wieder aufgenommen 
werden, die Tiere durch Dosen getétet werden, die sie wiihrend der 
ersten Injektionsperiode noch iberwunden haben. (1. Injektionsperiode 
Gesamtmenge des injizierten Thyroxins 0,15 mg; 2. Injektionsperiode, 
Maus Nr. 11 tot nach: 0,115 mg; Maus Nr. 14, tot nach: 0,155 mg). 
Uber den Einflu8 des Thyroxins auf den N- und O-Stoffwechsel, der 
nach den Untersuchungen Biedls erhéht wird, kénnen aus den vor- 
liegenden Versuchen keine Schliisse gezogen werden. Die bei den 
Sektionen festgestellte starke Verarmung des Kérpers an Fettgewebe 
beweist, daB die Fettverbrennung unter dem EinfluB des Thyroxins 
stark gesteigert ist. Der in den Gewichtskurven zutage tretende Ge- 
wichtsverlust beruht also sicher nicht lediglich auf vermehrter Wasser- 
abgabe, woran man im AnschluB an die von Eppinger festgestellte 
diuretische Wirkung der Schilddrisenfiitterung denken kénnte. 

Die Wirkung des Thyroxins stimmt demnach in obigen Punkten 
mit jener iiberein, die von Lanz!), Mayerle®), Gottlieb3), Carlson, Rooks, 
und Me Kie*), Hoffmann) u.a. durch reichliche Verfiitterung von 
frischer oder getrockneter Schilddriisensubstanz erzielt wurde, nur daB 
die zur Erreichung des Resultats benétigte Substanzmenge bei An- 
wendung des Thyroxins um das Vielfache geringer ist. Das gleiche gilt 
hinsichtlich der Hohe der Dosis letalis, die im einzelnen aber ebenfalls 
starken individuellen Schwankungen unterworfen ist. In chronischer 
Anwendung wirkt bei den empfanglichsten Miusen schon eine Gesamt- 
menge von 0,2 bis 0,3 mg tédlich. Es ist nicht ohne Interesse, damit die 
Mengen zu vergleichen, die Hoffmann bei Verfiitterung von getrockneter 
Schilddriisensubstanz zur Vergiftung seiner Versuchsmiiuse bendétigte. 
Sie schwanken je nach Herkunft der dazu benutzten Schilddriisen- 
tabletten zwischen 15 bis 58 Stiick, eine Menge, die etwa 1,6 bis 10,5 g¢ 
frischer Schilddriise entspricht. Bei diesen Dosen trat der Tod zwischen 
dem 3. und 9. Tag nach Beginn der Fiitterung ein. Nur das nach Notkin 


1) Lanz, Deutsch. med. Wochenschr. 21, 597, 1895. 

*) Mayerle, Zeitschr. f. klin. Med. 71, 71, 1910. 

3) Gottlieb, Verh. d. Naturf. u. Arzte 1911, S. 253. 

*) A. J. Carlson, J. R. Rooks and J. F. Mc Kie, Amer. Journ. Physiol. 
30, 129, 1912. ‘ 

5) J. A. Hoffmann, Uber die Wirkung von Thyreoideatabletten. 
Diss. Hannover, 1914, S. 1 bis 74. 
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hergestellte Thyreoidinum depuratum wirkte schon nach 2 Tagen nach 
Verabreichung von 0.01 bis 0,015 ¢ tédlich. 

Von groBer Bedeutung ist es, ob die Verabreichung des Thyroxins 
in einer einzigen Sitzung oder chronisch erfolgt. Mengen, die bei ein- 
maliger Einspritzung ohne wesentliche Stérungen vertragen werden, 
fiihren bei Verteilung auf mehrere Einzeldosen zum Tode. So rief die 
einmalige Injektion von 0,6 mg Thyroxin auber einer voriibergehenden 
Steigerung der Atem- und Pulsfrequenz keine nennenswerten Er- 
scheinungen hervor; selbst 0,8 mg wurden noch iiberwunden, wihrend 
bei chronischer Anwendung schon eine Gesamtmenge von 0,2 mg tédlich 
wirken kann. Diese Beobachtung steht in UChereinstimmung mit den 
Feststellungen Kendalls') an Ziegen. 

Die bei den unter chronischer Thyroxineinwirkung stehenden 
Mausen beobachteten nervésen Reizerscheinungen, die sich in Unruhe, 
Schreckhaftigkeit, Aufregung, Lichtscheue, Zittern und Auftreten von 
Krampfen aiuBern, decken sich mit den Symptomen, die von Farrant®), 
Hoffmann u. a. bei starker Schilddriisenfiitterung gefunden und den bei 
Basedow auftretenden Stérungen parallel gesetzt wurden. 

Fiir die Erklairung des Todes der Thyroxintiere ist vielleicht die 
bei allen Sektionen gefundene diastolische Erweiterung der Herzkammer 
von Bedeutung, die auch Hoffmann bei den durch Schilddriisenfiitterung 
vergifteten Tieren feststellte und die ihn zur Annahme fiihrte, daB der 
Tod der hyperthyreotisch gemachten Tiere durch Herzparalyse erfolgte. 
Die von Hoffmann bei seinen verendeten Versuchstieren beobachtete 
starke hyperamische Entziindung von Brust- und Bauchfell fand sich 
bei den Thyroxinmiusen nicht vor. 

Durch die Untersuchungen von Cramer und Krause*), M. Parhon?), 
S. Kuriyama®) und Abelin und Jaffé®) ist bekannt, daB einige wenige 
Fiitterungen mit frischer oder getrockneter Schilddriise geniigen, um 
die Leber von Ratten, Katzen oder Kaninchen mehr oder weniger 
glykogenfrei zu machen, selbst wenn gleichzeitig kohlenhyvdratreiche 
Nahrung verabreicht wird. In den vorliegenden Versuchen erweist sich 
das Thyroxin auch in dieser Hinsicht als auBerordentlich wirksam. Die 
geringe Menge von 0,057 mg ist hinreichend, um den Glykogengehalt 
der Leber stark herabzudriicken. Die doppelte Menge bewirkt unter 
Umstiinden sogar ein vélliges Schwinden des Glykogens. Im Hinblick 
auf die von Kendall angegebene Konstitutionsformel des Thyroxins ist 


1) B.C. Kendall, Endocrinology 38, 156— 163, 1919. 

2) Farrant, Brit. med. Journ. Nr. 2760, 1913. 

3) W. Cramer und R. A. Krause, Proc. Roy. Soe. ger. B. 86, 560, 1913. 
4) M. Parhon, Journ. Physiol. et Pathol. gener. 15, 75, 1913. 

5) S. Kuriyama, Amer. Journ. Physiol. 48, 481— 495. 

8) J. Abelin und J. Jaffé, diese Zeitschr. 102, 39—57, 1920. 
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der durch Abelin und Jaffé erbrachte Nachweis von Interesse, das auch 


Thyramin, Phenyl- und p-Oxyphenylathylamin das Leberglykogen sehr 


stark angreifen, wenn auch erst bei Mengen, die die Thyroxindosen um 
das Vielfache tibertreffen. Zu gleichen Resultaten fiihrten die Versuche 
von Th. v. Zwehl+) mit Dijodtyrosin. 

Das Ergebnis der vorliegenden Versuche ist demnach, dab die 
Wirkung des Thyroxins auf Kérpergewicht, Fettgewebe und Leber- 
glykogen von Miausen mit den bisher bei Schilddriisenverabreichung 
erzielten Erscheinungen prinzipiell iibereinstimmt. 


1) Noch nicht ver6ffentlicht. 


























Beitrag zur Kenntnis der chemischen Wirmeregulation 
der Siugetiere. 


III. Wirmeregulation der wei8en Ratte. 
Von 
Kiko Goto aus Japan. 
(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Budapest.) 


(Eingegangen am 20. Oktober 1922.) 


Die zurzeit bestehenden Schwierigkeiten in der Beschaffung und 
Erhaltung gréSerer Versuchstiere machen es oft zur zwingenden Not- 
wendigkeit, sich in Stoffwechselversuchen kleinerer Siiugetiere, ins- 
besondere der leicht zu beschaffenden und auch sonst sehr geeigneten 
weiBen Ratten zu bedienen. Da mu8 es aber als ein Mangel empfunden 
werden, da der normale, also unter physiologischen Verhiltnissen 
verlaufende Stoff- bzw. Gaswechsel dieser Tiere nicht so durchgepriift 
ist, wie es z. B. durch Rubner an Hunden und an Meerschweinchen ge- 
schehen ist. Namentlich sind es die Schwankungen der AuBentemperatur, 
die auch unter physiologischen Umstianden grofe Unterschiede im 
Sauerstoffverbrauche bzw. im Energieumsatze zeitigen kénnen, und 
wird eine richtige Deutung eines beliebigen Eingriffs nur méglich sein, 
wenn man in genauer Kenntnis des Verhaltens normaler Tiere tiber 
eine sichere Vergleichsbasis verfiigt. 

Diese Gesichtspunkte sind es, die mich dazu veranlabten, fest- 
zustellen : 

1. Ob an weiBen Ratten dieselben GesetzmaBigkeiten beziiglich 
der physikalischen und chemischen Regulation der Kérpertemperatur 
bestehen wie an gréBeren Saugetieren / 

2. Wie groB der auf die Einheit des Koérpergewichts bzw. der 
K6rperoberfliche berechnete minimale Energieumsatz dieser Tiere ist ‘ 

3. Welche AuBentemperatur es ist, bei der dieser minimale Energie- 
umsatz stattfindet; welche also die kritische Temperatur fiir weibe 
Ratten ist ? 
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Versuchseinrichtung. 

Um obige Aufgaben zu lésen, habe ich den Gaswechsel hungernder 
weiBer Ratten untersucht, und zwar kamen Tiere zur Verwendung, die 
nicht weniger als 150g wogen, also nicht zu jung waren, und die keinerlei 
Alterserscheinungen zeigten. Da bei dem besonders regen Stoffwechsel 
dieser kleinen Tiere lingeres Hungern einen Zustand zeitigt, der kaum 
mehr als physiologisch bezeichnet werden kann, war es nicht angezeigt 
in einer Hungerperiode Versuchsreihen bei verschiedenen AuBen- 
temperaturen vorzunehmen. Es schien mir richtiger zu sein, die Tiere 
jedesmal bloB zwei Tage hungern zu lassen, und an diesen beiden Tagen 
je einen 7 bis 8 Stunden langen Versuch bei einer bestimmten Tempe- 
ratur auszufiihren. Nach AbschluB einer solchen zweitigigen Hunger- 
periode wurden die Tiere wieder aufgefiittert und oft erst viel spiter 
wieder zu einer Versuchsreihe bei einer anderen Temperatur verwendet. 

Der Apparat, der zu diesem Versuch diente, war, von einigen not- 
wendigen Anderungen abgesehen, genau so zusammengestellt, wie dies 
vor kurzem durch Z. Aszodi!) beschrieben wurde. In nachfolgender Be- 
schreibung ist das, was von der Aszodischen Einrichtung unveriandert 
iibernommen wurde, aus der betreffenden Mitteilung unter Anfiihrungs- 
zeichen wortlich zitiert. Das Tier sa wiahrend eines Respirationsversuchs 
in einem Exsikkator von etwa 6 Liter Rauminhalt ... ,,mit sorgfaltig 
aufgeschliffenem und eingefettetem Deckel, welch letzterer zudem noch 
durch Schrauben niedergehalten, luftdicht schloB. Auf absolute Dichtigkeit 
muBte ich darum bedacht sein, weil ich den Exsikkator, um bei verschie- 
denen Temperaturen arbeiten zu kénnen, mit Gewichten beschwert ...“, 
in einem groBen eisernen Topf mit zwei einander gegeniiberliegenden ein- 
gekitteten Seitenfenstern unter Wasser versenkt hielt. In den Versuchen, 
die bei niederen Temperaturen ausgefiihrt werden sollten, lie} ich durch 
den Topf Leitungswasser strémen bzw. setzte auch Eisstiicke hinzu; in 
Versuchen, die bei héherer Temperatur ausgefiihrt werden sollten, wurde 
durch eine unter dem Topf befindliche Gasflamme angewirmt. Auf diese 
Weise erhielt ich alle nétigen Temperaturen zwischen 5 und 33°C, 

,,Die obere Bohrung des Deckels war durch einen vierfach durch- 
bohrten Gummistopfen verschlossen; durch diesen traten Thermometer, 
Manometer und je ein Rohr fiir ein- und austretende Luft. Das Tier wurde 
nicht frei in den Exsikkator eingesetzt, sondern es saB in einem méglichst 
leicht gearbeiteten kleinen Kafig aus Drahtgeflecht, in dem der Harn 
unter Paraffinél], Kot aber auf einem Drahtgitter ohne Verlust gesammelt 
werden konnte.*‘ Zu Beginn und am Ende eines Versuchs wurde der Kafig 
samt Tier und den allfilligen Dejekten gewogen; auBerdem aber auch 
das Gewicht des Tieres allein am Beginn und Ende jedes Versuchs fest- 
gestellt. 

Die Ventilation wurde durch eine Wasserstrahlluftpumpe besorgt, die 
an das Ende des Auffangeapparats angeschlossen war und stiindlich etwa 
30 Liter Luft durch den ganzen Apparat zog. 

Auf diese Weise entstand wohl im Innenraum des Exsikkators, in 
dem sich das Tier aufhielt, ein konstanter Unterdruck von etwa 40 mm Hg; 


1) Z. Aszodi, diese Zeitschr. 113, 70, 1921. 
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an den Versuchsergebnissen und den aus ihnen gezogenen Schliissen wird 
jedoch hierdurch nichts geiandert; denn einerseits ist es ja erwiesen, dai 
der Gaswechsel unter diesen Umstiinden, besonders in einem 7 bis 8 Stunden 
wahrenden Versuch, keine wesentliche Anderung erleidet; andererseits 
sind aber meine simtlichen Versuchsreihen bei dem genannten Unterdruck 
ausgefiihrt, daher sie miteinander verglichen werden kénnen. 

Um in Versuchen mit niederer AuBentemperatur die Bildung von 
Kondenswasser zu verhiiten, wurde folgendermaBen verfahren: ,,... auf 
den Kiafig kam obenauf ein kleines, flaches, mit CaCl, angefiilltes Wage- 
glischen ...‘‘, durch das ein Teil des vom Tiere produzierten Wasser- 
dampfes bereits innerhalb des Exsikkators absorbiert wurde. 

Die in den Exsikkator eintretende Luft ging der Reihe nach erst durch 
eine Waschflasche mit 60proz. Kalilauge, einen Natronkalkturm und 
zwei Waschflaschen mit konzentrierter Schwefelsiure. Das Absorptions- 
system bestand in einer Réhre mit CaCl,, das unmittelbar dem Exsikkator 
angeschlossen war, und einen Teil des Wasserdampfes absorbierend, ver- 
hiitete, daB sich in den folgenden Réhrenverbindungen Kondenswasser 
niederschlage. 

Hierauf folgten zwei Voitsche Kélbchen mit ausgegliihten Bimsstein- 
stiicken, die etwa zur Halfte ihrer Héhe unter konzentrierter Schwefelsaure 
standen, dann drei U-Réhren mit etwas angefeuchtetem Natronkalk, 
endlich wieder zwei Voitsche Kélbchen mit Bimsstein und Schwefelsiure. 
Alle angefiihrten AbsorptionsgefaBe konnten auf der analytischen Wage 
gewogen werden; das oben erwihnte, im Exsikkator untergebrachte Wiige- 
glischen mit CaCl, wurde wihrend der Wagung selbstverstindlich mit 
dem dazu gehérenden eingeschliffenen Glasstopfen verschlossen gehalten. 

Trotz der relativ raschen Ventilation war bereits aus den Ergebnissen 
der einleitenden Versuche zu schlieBen, da die Menge der Kohlensiure 
und des Wasserdampfes, die am Ende je eines Versuchs beim Sistieren 
der Ventilation zuriickgeblieben war, nicht zu vernachlassigen sei. Diese 
Restkohlensiure und den Restwasserdampf habe ich nicht eigens durch 
Analyse bestimmt, sondern durch folgende Berechnung ermittelt. Da ich 
annehmen durfte, daS die Kohlensiure- und Wasserproduktion wahrend 
der 7 bis 8 Stunden wiahrenden Versuchsdauer annihernd gleichmaBig 
ist, konnte ich mir die in den AbsorptionsgefaBen aufgefangene Kohlen- 
siure und den Wasserdampf auf das Volumen der wihrend der ganzen 
Versuchsdauer durch den Exsikkator streichenden Luft verteilt vorstellen ; 
andererseits auch annehmen, daB die am Schlu8B des Versuchs im Exsikkator 
verbleibende Luft (etwa 6 Liter) dieselbe prozentuale Zusammensetzung 
habe wie die Ventilationsluft, die durch den Exsikkator gezogen wurde. 

Die Wassermengen, die auf diese Weise errechnet und fiir die dann 
entsprechende Korrektionen an den Hauptmengen angebracht wurden, 
waren in den bei niederer Temperatur ausgefiihrten Versuchen nicht nennens- 
wert; um so stirker fielen sie jedoch in den Versuchen bei héherer Aufen- 
temperatur ins Gewicht. 

Auch habe ich mich durch entsprechende Blindversuche davon tber- 
zeugt, daB der Apparat auch richtig luftdicht schloB. In diesen Blind- 
versuchen, in denen wihrend der Dauer von etwa 4 Stunden genau in 
derselben Weise wie in den meritorischen Versuchen ventiliert wurde, 
betrug die Menge der in den AbsorptionsgefaBen aufgefangenen Kohlen- 
siure und des Wassers je etwa 0,01 g, die aber wohl als von unvermeid- 
lichen Versuchs- (Wigungs-) Fehlern herriihrend angesehen werden konnten. 
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Ks muBte ferner beriicksichtigt werden, da in den meritorischen 
Versuchen der Innenraum des Exsikkators zu Beginn des Versuchs von 
Zimmerluft angefiillt war, die keineswegs als wasserfrei und kohlensaurefrei 
gelten konnte. Die Korrektion, die hierfiir angebracht werden muBte, 
war beziiglich der Kohlensaiure aus dem durchschnittlichen Kohlensaure- 
gehalt der Zimmerluft, das ist 0,08%, berechnet, sehr gering: sie betrug 
nicht mehr als 0,01 g. Weit mehr betrug der Gehalt der Zimmerluft an 
Wasserdampf, der zu Beginn eines jeden Versuchs bestimmt wurde und, 
auf den Rauminhalt des Exsikkators berechnet, durchschnittlich 0,05 g 
ausmachte. 


Die Korpertemperatur des Tieres wurde jedesmal, unmittelbar bevor 
es in den Exsikkator eingesetzt bzw. nachdem es aus dem Exsikkator 
herausgenommen wurde, im Rektum mittels eines Thermometers _ be- 
stimmt, das mit einem Gummiring als Marke versehen, jedesmal gleich 
tief eingefiihrt wurde. Kotballen im Rektum, die eine genaue Messung 
unmdéglich gemacht hatten, wurden mit einem Glasstabe weggeriiumt. 


Nachdem aile AbsorptionsgefiBe auf der analytischen Wage zum 
mindesten auf 0,001 ¢, der Kafig samt dem Tiere und seinen Dejekten 
auf einer empfindlichen Tarawage auf 0,01 g genau gewogen wurden, 
war es zu erwarten, dai auch der Sauerstoffverbrauch aus den Aus- 
gaben des Tieres und aus seiner Gewichtsverinderung (vom Versuchs- 
beginn bis zum VersuchsschluB) sich recht genau berechnen lieBe; in 
der Tat bietet die 8.113 besprochene Gleichmabigkeit der respira- 
torischen Quotienten eine Gewahr dafiir, daB grobe Fehler in der Be- 
stimmung des Sauerstoffverbrauchs so gut wie ausgeschlossen sind 
(s. hieriiber auch weiter unten). 

Die Tiere, die zu einem Respirationsversuche dienen sollten, wurden 
mit Mais, Brot und Kise vorgefiittert und 15 Stunden, ehe der Versuch 
beginnen sollte, ihnen jedwede Nahrung entzogen; alle weiter unten 
mitgeteilten Versuche wurden am |. bzw. 2. Hungertage ausgefiihrt. 
Wasser konnten die Tiere bis zum Versuchsbeginn ad libitum trinken. 

Die Temperaturen, die im Exsikkator hergestellt wurden und fir 
deren Konstanz innerhalb der Versuchsdauer (mit einer Fehlergrenze 
von + 0,5°C) gesorgt wurde, betrugen annahernd 5, 13. 20, 25, 28, 30 
und 33°C. 

Simtliche Daten der an vier Ratten ausgefiihrten Versuchsreihen 
sind in der Generaltabelle am Ende des Textes enthalten, und zwar 
folgen die an je einem Tiere ausgefiihrten Versuche einander nach 
steigenden Umgebungstemperaturen. 

Die Ergebnisse dieser Versuche sollen hier der Reihe nach _be- 
sprochen werden. 

Kérpertemperatur. Die an weifen Mausen unter anderen auch von 
Asz6di beschriebene Labilitiit der Kérpertemperatur ist auch an weiBen 
Ratten deutlich zu sehen. Vergleicht man namlich die Kérpertemperatur 
hungernder Ratten vor und nach einem Respirationsversuche, so ergibt 
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sich im Durchschnitt von je sieben an einem Tiere ausgefiihrten Ver- 
suchen folgendes 

Die Temperatur der Tiere betrug, bevor sie in den Exsikkator ein- 
gesetzt wurden: 





Ratte I } Ratte II Ratte Ill Ratte IV 


Am 1. Hungertage . 34,8 34,9 34,9 34,9 
a | ” ait 34,4 34,6 34,7 34.8 


Kin Vergleich der beiden Zahlengruppen ergibt demnach, dal die 


Kérpertemperatur der Hungertiere niedriger befunden wurde, als von 


vielen Autoren angegeben wird. Daf diese niedrige Temperatur nicht 
vom Hungerzustande herriihrt, geht aus Messungen hervor, die ich an 
gefiitterten Tieren vorgenommen habe. Ich habe nimlich an denselben 
Ratten, die den hier mitgeteilten Hungerversuchen dienten, in anderen 
derzeit noch nicht abgeschlossenen Versuchsreihen Respirations- 
versuche in der Weise ausgefiihrt, daB den Tieren die Nahrung nur un- 
mittelbar vor Versuchsbeginn entzogen wurde. Bei ihrer GefriBigkeit 
konnte von diesen Ratten fiiglich angenommen werden, dal sie jedes- 
mal vor nicht allzulanger Zeit Nahrung zu sich genommen hatten, daher 
man sie wohl als im gefiitterten Zustand befindlich ansehen durfte. An 
diesen Tieren verhielten sich die Temperaturen wie folgt: 
An Ratte 5 im Durchschnitt von 6 Versuchen 34,2 
a re 34,7 
» 9 34,7 
also so wie am Hungertier. 
AuBerdem ergab sich aber auch, dab die Temperatur am zweiten 
Hungertage noch etwas niedriger ist als am ersten Hungertage. 
Ganz anders verhielten sich die Kérpertemperaturen der Hunger- 
tiere am Ende je eines Respirationsversuchs. 


Tabelle I. 
Anderung der Korpertemperatur vom Versuchsbeginn bis zum Ende 
des Versuchs. 
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Daf, wie aus voranstehender Tabelle | hervorgeht, bei einer 
Umgebungstemperatur von 33°C die Kérpertemperatur der Tiere 
eine Zunahme bis um 3,6°C aufweist, ist ohne weiteres als Hyper- 
thermie aufzufassen, desgleichen auch, da bei einer Umgebungstempe- 
ratur von 30°C eine Zunahme bis um etwa 2,2°C erfolgt, was bereits 
vermuten laBt, daB die fiir weiBe Ratten kritische Umgebungstemperatur 
unterhalb 30°C gelegen sein mu (worauf wir noch zuriickkommen 
werden). Weniger verstandlich ist es, daB eine Zunahme der Kérper- 
temperatur um etwa 1° C auch in einer Umgebung von 25° C stattfindet, 
ja, ein geringes Ansteigen der Koérpertemperatur noch nachzuweisen 
ist, wenn die Temperatur der Umgebung 5° C betriigt. Ich glaube, dal 
es sich hierbei um folgendes handelt. Hungernde Ratten haben, wie 
in weit héherem Grade weife Mause, bei einem liingeren ungestérten 
Aufenthalt bei kiihlerer Temperatur die Neigung, in einen halbtorpiden 
Zustand zu verfallen, wobei ihre Temperatur geringer ist als wenn sie 
regelmaBig Nahrung zu sich nehmen, bzw. als wenn sie sich frei mehr 
oder minder lebhaft bewegen. Werden nun die Tiere zum Versuchs- 
beginn aus dem Behalter genommen, wo sie die vorangehende Nacht 
in dem erwahnten halbtorpiden Zustande verbracht haben, und wird 
ihre Temperatur gemessen, so steigt diese wahrend der wenige 
Minuten dauernden Manipulationen von einer noch niedrigeren Tempe- 
ratur offenbar um ein Geringes, auf die in der Generaltabelle ersicht- 
lichen Werte, an. Am Ende je eines Versuchs dauert aber die Stérung, 
durch die das Tier aus dem torpiden Zustande aufgeschreckt wird, linger 
an, da ja das Offnen des Exsikkators, die Herausnahme und Gewichts- 
hestimmung des Kiafigs, Herausnahme des Tieres aus dem Kiifig, die 
Temperaturbestimmung selbst, weit langer andauern. Jedenfalls geht 
aus diesen Beobachtungen hervor, da man in der Beurteilung der 
Kérpertemperatur weiBer Ratten behutsam sein mu und den soeben 
erérterten Umstand eigentlich nie auBer acht Jassen sollte. 


Der respiratorische Quotient. Der respiratorische Quotient diente 
uns in erster Linie dazu, um zu beurteilen, ob die Werte, die den Sauer- 
stoffverbrauch darstellen sollen und die ja in unseren Versuchen nicht 
direkt bestimmt, sondern durch Berechnung (also indirekt) erhalten 
wurden, auch richtig seien. Ist nimlich die Bestimmung der Gewichts- 
verinderung des Tieres, oder der produzierten Kohlensiiure, oder aber 
des ausgegebenen Wasserdampfes unrichtig, so ist auch der fiir den Sauer- 
stoffverbrauch berechnete Wert falsch. Dies wird (weniger wenn die 
Kohlensiurewerte, in weit héherem Grade, wenn die beiden anderen 
Werte unrichtig sind) daran zu erkennen sein, da8 der respiratorische 
Quotient ungewéhnlich hoch oder niedrig ausfillt. Insbesondere wird 
man an Hungertieren jeden Versuch, der am ersten bzw. zweiten Hungertage 
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Werte ergrbt, die wesentlich hoher oder niedriger als 0,71 bis 0,75 ausfallen. 
als mipblungen ansehen diirfen. 

Aus diesem Gesichtspunkte betrachtet, wird man aber sagen 
miissen, dafS der Sauerstoffverbrauch in keinem einzigen meiner in 
die Generaltabelle aufgenommenen Versuche unrichtig ist, héchstens, 
daB an jedem Tiere einige Versuche einen Fehler von einigen Prozenten 
aufweisen. Denn es fanden sich unter je 14 an je einem Tiere erhaltenen 
respiratorische Quotienten: 





0,71 bis 0,75 0,69 und 0,70 


An Ratte lo oo Pa Weel 1 mal 
* yan | Saeed Riis 6. 
a = a 10 ;, 4 
aS Pn 9 Pare Bes So 


also 44 tadellose Versuche und 12 solche, in denen der Wert des ver- 
brauchten Sauerstoffs mit einem maximalen Fehler von einigen Prozenten 
hehaftet sein diirfte. 

Xs braucht wohl nicht besonders betont zu werden, daB es auch 
schlechte Versuche gab; diese wurden jedoch an dem respiratorischen 
Quotienten sofort als solche erkannt. So erhielt ich z. B. nach einer 
Reihe von guten Versuchen ganz unvermittelt solche, in denen der 
Quotient 0,60 betrug, dem dann hintereinander mehrere ganz ahnliche 
folgten; oder aber in ganz analoger Weise Versuche mit Quotienten, die 
gegen 0.8 betrugen. Jedesmal lieB sich dann alsbald nachweisen, dab 
der Apparat ein Gebrechen habe, und sobald das Gebrechen behoben 
war, stellten sich wieder die alten richtigen Quotienten ein. All diese 
sicher schlechten Versuche wurden in die Generaltabelle nicht auf- 
genommen und blieben in dieser Mitteilung auch sonst unberiick- 
sichtigt. 

Sauerstoffverbrauch und Energieumsatz. Aus den soeben dargetanen 
Griinden durfte ich den Sauerstoffverbrauch als verliBlichen Makstab 
des Energieumsatzes betrachten und auf die bekannte Weise den 
kalorischen Wert des verbrauchten Sauerstoffs auf den respiratorischen 
Quotienten basieren. Allerdings hiitte ich, um diese Berechnung aus- 
zufiihren, aus den fiir Kohlensiureproduktion und Sauerstoffverbrauch 
erhaltenen Werten noch die Kohlensiiure und den Sauerstoff abziehen 
miissen, die auf zersetztes Eiweif entfallen; und erst aus diesem Rest- 
betrag des Sauerstoffverbrauchs hatte ich mit Hilfe des neugebildeten 
respiratorischen Quotienten die Berechnung auf Grund der bekannten 
Tabelle ausfiihren diirfen. 

Die Respirationsversuche waren auch in der Tat so eingerichtet, 
daB der Harn quantitativ gesammelt werden konnte, und ich habe 
den Harn auch von den restlichen 17 bzw. 16 Stunden des Tages, die 
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das Tier auBerhalb des Exsikkators zubrachte, sorgfailtig gesammelt. 
Nichtsdestoweniger ergaben die pro je 24 Stunden bestimmten Harn- 
mengen nicht nur an verschiedenen Tieren, sondern auch am selben 
aw Tier an verschiedenen Versuchstagen solche Unstimmigkeiten und derart 
i groBe Schwankungen, daB die Vernachlassigung des zersetzten Eiweibes 
in obiger Berechnung sicherlich einen geringeren Fehler involviert 
i als die Berechnung aus derart schwankenden Werten, zumal sie sich, wie 
i erwahnt, nur zu einem geringeren Anteile auf die Dauer des Respirations- 
if versuchs selbst beziehen. 
EB] Der aus dem Sauerstoffverbrauch pro 24 Stunden und | qm Kérper- 
f oberflache berechnete und in Kilogrammkalorien ausgedriickte Energie- 
umsatz hatte in den bei verschiedenen Umgebungstemperaturen aus- 
gefiihrten Versuchen nachfolgende, in Tabelle Il zusammengestellte 
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°C tag tag tag tag || tag tag tag tag 
5 2019 1904 1942 1848 1945 1844 2059 1995 
13 1625 | 1615 1628 1571 1596 1595 1539 1430 
; 20 1293 1001 1186 1089 1228 =1092 1111 1051 
i] 25 896 929 976 834 943 966 926 891 
28 915 , 813 845 789 904 869 909 830 
| 30 955 | 832 896 908 972 966 945 952 
if 33 1120 974 1062 982 1197 1049 1213 1027 


Den Daten dieser Tabelle ist folgendes zu entnehmen: 1. Es ist 
natiirlich durchaus aussichtslos, aus den bei verschiedenen Umgebungs- 
temperaturen erhaltenen Werten einen Mittelwert berechnen zu wollen, 
der dann fiir den Energieumsatz des Tieres charakteristisch sein sollte ; 
denn ein solcher Mittelwert hatte keinen physiologischen Sinn. Nichts- 
P : destoweniger habe ich in nachstehender Zusammenstellung diese Mittel- 
werte, und zwar die vom ersten und zweiten Hungertage getrennt be- 





RE 


6 5S SPRED 4, 











tl rechnet, weil aus ihnen in versuchstechnischer Beziehung wohl Schliisse 
3 iH gezogen werden kénnen. 
| ‘ | Ratte 1 Ratte II Ratte Ill Ratte IV 

‘ Am 1. Hungertage | 1260 1219 1255 1243 

s op 1152 1145 1197 1168 

» 2. 

i Vergleich zum iL in | — 8,5 °/, —6,0°/, | —46°/, — 6,0°/, 
Obige Zahlen lassen deutlich erkennen, da der Unterschied 
; ' zwischen den an vier verschiedenen Tieren erhaltenen Werten am ersten 
a) 
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Hungertage weniger als 344%, am zweiten Hungertage etwas mehr 
als 44% % betriigt; daB also eine vorziigliche Ubereinstimmung zwischen 
den vier Versuchsreihen vorhanden ist. Besonders wichtig ist ein weiteres 
Moment, bestehend daraus, dafs der Energieumsatz der Tiere am zweiten 
Hungertage um 41% bis 81% niedriger ist als am ersten Hungertage. 
Dieses Moment ist wohl zu beachten, wenn man den Einflu8 gewisser 
Eingriffe auf den Energieumsatz an Ratten priifen will. GréBere Ver- 
suchstiere 148t man niimlich so lange (drei bis vier Tage) hungern, 
bis ihr Energieumsatz ein gleichmaBiger geworden ist; auf welcher 
Basis dann die etwaige Wirkung eines Eingriffs sicher beurteilt werden 
kann. Kleinere Tiere, darunter auch weibe Ratten, vertragen aber 
kein tagelanges Hungern; priift man daher die Wirkung eines Eingriffs 
an der Ratte am zweiten Hungertage, so ist der Erfolg aus dem Grunde 
allein schon schwer zu beurteilen, weil der Energieumsatz an diesem 
Tage ohnehin bereits geringer ist als am ersten Hungertage. 


2. Das Minimum des Energieumsatzes findet man in vorziiglicher 
Ubereinstimmung in sieben von acht Versuchsreihen bei 28°C und auch 
in dem einzigen Versuch, der diesbeziiglich von den anderen abweicht, 
indem sich hier (erster Hungertag an Ratte 1) das Minimum bei 25°C 
findet; doch ist der Energieumsatz bei 25 bloB um etwa 2%, niedriger 
als bei 28°C, so daB man hier fiiglich an ein stérendes Nebenmoment 
(Versuchsfehler; Unruhe des Tieres) denken kann. 


Auf Grund dieser Daten darf es also als gesichert angesehen werden, 
daB die kritische Umgebungstemperatur fiir erwachsene weife Ratten um 
28°C gelegen sein muf; richtiger, daB sie iiber 25°C und unter 30°C 
gelegen ist. Und zwar betriigt der minimale Energiewmsatz bei dieser 
Umgebungstemperatur an vier Tieren am ersten Hungertage durch- 
schnittlich 898kg-Cal., am zweiten Hungertage durchschnittlich 
841 kg-Cal. pro 24 Stunden und 1 qm Kérperoberfliche. 


3. Die chemische Regulation der Kérpertemperatur setzt an weiBen 
Ratten, sobald die Temperatur der Umgebung unter die kritische Grenze 
sinkt, prompt ein, so da der Energieumsatz aller vier Ratten bei 5°C auf 
mehr als das Doppelte angewachsen ist. Aus diesen Daten ergibt sich, 
daB der auf 1 Grad des Temperaturabfalls berechnete Zuwachs im 
intervall zwischen 28° und 5° folgende Werte hat: 





Ratte I Ratte II Ratte III Ratte IV 
0, Of, Of, 0 
Am 1. Hungertage . 5,3 5,7 5,0 5,5 
oa ae Pr) : 5,8 5,8 4.9 6,1 


also im Mittelwert 5,5 °,,. 
8* 
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Im Intervall zwischen 28° und 13° aber 





Ratte | Ratte I Ratte Ill Ratte IV 
% 0 0 %y % 
Am 1. Hungertage . 5,2 6,2 5,1 46 
oid ya 6.6 6.6 5.6 48 


also im Mittelwert 5,6 °%,. 

Ahnliche Werte erhalt man auch bei der Berechnung der kleineren 
Intervalle, nur gibt es da gréBere Schwankungen, was ja selbstver- 
stiindlich ist, da ja dieselben unvermeidlichen Versuchsfehler hier weit 
mehr ins Gewicht fallen. 

4. Das an anderen Siugern konstatierte oberhalb der kritischen 
Grenze gelegene Intervall der Umgebungstemperatur, in dem der 
Energieumsatz nicht weiter eingeschrankt werden kann, die Kérper- 
temperatur jedoch durch Steigerung der Warmeausgabe, also durch 
physikalische Regulation konstant erhalten wird, scheint an der weiBen 
Ratte ein recht geringes zu sein. In diesem Intervalle muB namlich, 
da die Wiarmeproduktion unverandert bleibt, die Menge der durch 
Strahlung und Leitung ausgegebenen Warme aber eingeschrinkt ist, 
eine entsprechende Steigerung der Wasserdampfabgabe stattfinden. Eine 
solche Steigerung der Wasserdampfabgabe ist von 28° aufwarts auch 
an weiBen Ratten wohl zu konstatieren, doch ist die Warmeproduktion 
nicht unverdndert, im Gegenteil bereits erhéht, wenn die Umgebungs- 
temperatur auf 30°C ansteigt, noch stirker in einer Umgebungs- 
temperatur von 33°C. Und zwar betrigt die Zunahme im Intervalle 
von 28° bis 33° pro | Grad der Temperaturerhéhung 





| 


Ratte I Ratte II Ratte III Ratte IV 


“fase mite. Sania Tae. % 
Am 1. Hungertage . 4.5 5,1 6,5 6,7 
ap ‘i ; 4.0 49 4,2 4,7 


Im Mittelwert betrigt also der Zuwachs 5,1°%,. 
DaB die physikalische Regulation der Kérpertemperatur an der Ratte 
bei Umgebungstemperaturen iiber 28°C nicht gelingt, geht bereits aus 
der zuvor besprochenen Tatsache hervor, da®B bei 30°C eine recht 
starke, bei 33° C aber eine noch weit stirkere Hyperthermie der Ratten 
sich einstellt. Dann kann aber die Wiirmeproduktion nicht unverindert 
bleiben; denn bei steigender Kérpertemperatur gehorchen die Oxyda- 
tionen dem auch im Tierkérper giiltigen Gesetze, wonach Erhéhung der 
Temperatur mit einer Steigerung der Reaktionsgeschwindigkeit einher- 
geht. 

5. Wenn wir nun sehen, daB es den Ratten nicht gelingt, ihre Korper- 
temperatur bei oberhalb von 28° gelegenen Umgebungstemperaturen 
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durch physikalische Regulation konstant zu erhalten, so ist damit nicht 
gesagt, da® im Rattenorganismus die entsprechenden Vorginge iiber- 
haupt fehlen. Dies soll in nachstehendem gezeigt werden. 

Die Menge der in den Exspirationsgasen in Dampfform abgegebenen 
Wasserdampfes wies in dem zwischen 28° und 5° C gelegenen Intervalle 
der Umgebungstemperatur unregelmibige Schwankungen auf und war 
eine Abhingigkeit von der Umgebungstemperatur nicht zu erkennen; 
vergleicht man die Mittelwerte der auf 24 Stunden und | kg Kérper- 
gewicht berechneten Wasserdampfabgabe in siimtlichen zwischen 28° und 
5° C ausgefiihrten Versuchen, und zwar gesondert die vom ersten und 
die vom zweiten Hungertage, so erhilt man folgendes Bild: 





Ratte I Ratte II Ratte Ill Ratte IV 
g r 8 g 
2 Hungertag 5 ge 52,9 48.0 44.5 44.6 
2. -_ ret a ar 45.5 41,7 45,4 39.6 


Auf dieser Basis laBt sich dann die miachtige Zunahme der Wasser- 
dampfabgabe berechnen, wenn die Umgebungstemperatur auf 30° bzw. 
33°C ansteigt. Und zwar betriigt der Zuwachs, wie aus nachfolgender 
Tabelle III ersichtlich: 


A Tabelle III. 





a 
q 
4 Ratte I Ratte II Ratte III Ratte IV 
Umgebungs- 1. 2. ts ae 1. 2. 1. 2. 
temperatur Hunger- Hunger-, Hunger: | Hunger-, Hunger- Hunger-, Hungers Hunger: 
tag tag tag | tag tag tag tag tag 
oC 0, Oy oO, of, Ny ly Ol, Of, 
30 67 37 77 66 147 98 85 133 
33 436 209 335 315 463 355 466 547 


In dem zwischen 28° und 5°C gelegenen Intervalle der Umgebungs- 
temperatur spielt demnach die physikalische Regulierung der Kérper- 
temperatur, soweit es sich um Wasserverdampfung handelt, keinerle: 
Rolle; sobald jedoch die kritische Umgebungstemperatur iiberschritten 
ist, ist die Beteiligung der Wasserverdampfung an der Wirmeabgabe 
eine um so gréBere. 

Dies geht aus umstehender Tabelle [V klar hervor. Ich habe nim- 
lich aus der pro 24 Stunden und Lkg Kérpergewicht berechneten Menge 
des ausgegebenen Wasserdampfes die Wirmemengen berechnet, die 
auf diesem Wege abgegeben wurden, und sodann das prozentuale Ver- 





haltnis zwischen dieser Wiirmemenge und der gesamten Wirmeausgabe 
des Tieres berechnet. Die starke Verschiebung in der Beteiligung der 
Wasserverdampfung an der gesamten Wirmeabgabhe, sobald die kritische 
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Tabelle IV. 
Ratte | Ratte II Ratte Ill Ratte IV 

Umgebungs- 1. 2. 1. 2 1. 2. 1. 2. 
temperatur = Hungers | Hunger-. Hungers Hunger- | Hunger: | Hunger- | Hunger | Hunger- 

tag tag tag tag tag tag tag tag 

oC Of, | % % % O}, % O O% 

5 9,4 11,6 7,1 7,2 7,2 7,8 8,7 7,4 

13 10,3 8,7 8,6 13,0 10,9 11,0 9,3 8,9 

20 13,9 12,8 24,4 14,6 13,2 12,0 14,7 11,8 

25 18,8 20,6 23,8 20,7 18,3 19,3 16,5 16,1 

28 20,1 17,6 22,7 12,8 19,6 17,5 18,8 19,6 

30 35,1 34,5 33,7 26,8 42,5 28,7 31,9 34,4 

33 71,4 73,9 93,7 52,1 79,7 63,1 77,2 89,8 


Temperatur tiberschritten ist, geht aus dieser Zusammenstellung deutlich 
hervor; die Werte jedoch, die sich auf Umgebungstemperaturen unter- 
halb der kritischen Temperaturgrenze ergeben, kénnten zu einem 
Trugschlusse fiithren. Dadurch nimlich, daB, wie oben erwahnt, von 
28° bis herab zu 5° C die um einen relativ geringen Mittelwert unregel- 
maiBig schwankenden Werte der Wirmeverdampfung keinerlei <Ab- 
hingigkeit von der Umgebungstemperatur aufweisen, die Warme- 
produktion jedoch mit sinkender Umgebungstemperatur eine starke 
und regelmibige Zunahme erfiihrt, ergibt sich beziiglich des Anteils, 
der von der gesamten Wirmeabgabe auf die Wasserverdampfung 
entfallt, eine im groBen und ganzen fortschreitende Abnahme. Hieraus 
kénnte der SchluB gezogen werden, daB auch hier regulatorische Vor- 
giinge im Spiele sind, wihrend es jedoch klar ist, daB die Wasserver- 
dampfung in diesem Temperaturbereiche keinerlei Tendenz zu einer 
proportionalen Abhangigkeit von der Umgebungstemperatur aufweist, 
und nur ihre prozentuale Beteiligung an der proportional sich andernden 
gesamten Wirmeabgabe eine fortschreitende Verschiebung erleide. 
Von einer wirklichen Regulation durch Wasserverdampfung kann also 
bloB bei Umgebungstemperaturen oberhalb der kritischen Grenze die 
Rede sein. 


Die Ergebnisse der oben beschriebenen Versuche lassen sich wie folgt 
zusammenfassen : 

1. An der erwachsenen weifen Ratte tritt bei sinkender Umgebungs- 
temperatur (bis herunter zu 5°C untersucht) eine prompt wirkende chemische 
Regulation der Korpertemperatur ein. 

2. Die kritische Umgebungstemperatur befindet sich fiir diese Tiere 
bei etwa 28°C. 

3. Oberhalb der kritischen Temperaturgrenze treten physikalische 
Vorgdnge (Wasserverdampfung) in Wirksamkeit, die eine Regulation der 
Kérpertemperatur hezwecken sollen. Daf diese nicht hinlangen, um die 
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Kérpertemperatur der Ratten am normalen Stand zu erhalten, ist wahr- 
scheinlich der Labilitat ihrer KOrpertemperatur zuzuschreiben. 

4. Der minimale Energieumsatz weifier Ratten betrégt auf die Einheit 
des Korpergewichts (1 icq) bezogen am ersten Hungertage 133 bis 142, am 
zweiten Hungertag 125 bis 131 kg-Cal.; auf die Einheit der Kérperober- 
jliche (1qm) bezogen am ersten Hungertage 845 bis 916, am zweiten 
Hungertage 789 bis 869 kg-Cal.; hat also einen etwas geringeren Wert, 
als an vielen anderen bisher untersuchten Sdugetieren bzw. homéothermen 
Tieren gefunden wurde. 
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Der Kreatingehalt 
des Muskels bei anoxybiotischer Zuckung. 


Von 
E. A. Spiegel und A. Low. 
(Aus dem neurologischen Institut der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 27. Oktober 1922.) 


Trotz der zahlreichen Untersuchungen, welche den Mitteilungen 
von Pekelharing und Hoogenhuyze!) gefolgt sind, ist es noch immer 
strittig?), ob die Dauerverkiirzung des quergestreiften Muskels durch 
einen eigenen, zur erhéhten Bildung von Kreatin fiihrenden Stoffwechsel 
aufrecht erhalten wird, wie die genannten Autoren annehmen, oder 
nicht. Die Schwierigkeit mag zum Teil darin liegen, daB wir noch nicht 
wissen, wie die Zirkulation bei den verschiedenen Formen von Dauer- 
verkiirzung verindert ist und wie dadurch einerseits die Entwicklung 
und der Abbau des Kreatins im Muskel, andererseits der Abtransport 
dieser Substanz bzw. des Kreatinins beeinfluBt wird. So wird 
beispielsweise von Schénfeld*), der bei hypnosestarren Fréschen an den 
Adduktoren eine Kreatinvermehrung feststellte, eine Verlangsamung 
des Kreislaufs in Erwigung gezogen, wiihrend Kahn‘) daran denkt, dal 
die von ihm gefundene Kreatinverminderung der im tonischen Klammer- 
reflex kontrahierten Muskeln auf einer Ausschwemmung des Muskel- 
kreatins durch eine erhéhte Zirkulation beruhe. Aber auch die Unter- 
suchung von Starrezustainden, die sich am ausgeschnittenen Muskel 
erzielen lassen, konnte keine eindeutige Entscheidung bringen. Denn, 
wenn beispielsweise Pekelharing und Hoogenhuyze am wirmestarren 
und totenstarren Muskel cinen erhéhten Kreatingehalt feststellten, so 
kénnen diese Befunde schon darum nicht als Beweis fiir einen der 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 64, 262, 1910; 69, 395, 1910. 

2) Eine kritische Besprechung des vorliegenden Materials hat der eine 
von uns (Spiegel) in der demnachst erscheinenden ,,Physiologie und Patho- 
logie des Skelettmuskeltonus (Verlag Julius Springer, Berlin) durch- 
zufiihren versucht. 

8) Pfliigers Arch. 191, 211, 1921. 

*) Ebendaselbst 177, 294, 1919. 
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intravitalen tonischen Verkiirzung zugrunde liegenden Kreatinstoff- 
wechsel angesehen werden, weil bei ihnen auch eine Vermehrung von 
Milchsaure, also von Endprodukten des Kohlehydratstoffwechsels, statt- 
findet. Erst wenn sich eine Form der Starre finden lassen wiirde, bei 
der Kreatinvermehrung ohne gleichzeitige Milchsiureanhiufung beob- 
achtet wiirde, kénnte die Entwicklung der Starre allein mit der 
Kreatinproduktion in Zusammenhang gebracht werden. 

Nachdem bisher weder die Untersuchungen der verschiedensten 
Formen von Dauerverkirzung, die am lebenden Tiere erzeugt wurden, 
noch die Befunde bei postmortal bzw. am ausgeschnittenen Muskel 
erzeugter Starre zu einem eindeutigen Ergebnis gefiihrt haben, schien 
es nicht unangebracht, der Frage von einer anderen Seite her niherzu- 
kommen. Zunachst mu man sich dariiber klar werden, ob eine erhéhte 
Kreatinproduktion bei allen Formen von Dauerverkiirzung méglich 
ist. Der Mangel einer meBbaren Erhéhung des Energieverbrauchs 
gegeniiber dem Ruhezustand wird ziemlich allgemein als eine charak- 
teristische Eigentiimlichkeit der tonischen Verkiirzung betrachtet. 
Wie soll es aber méglich sein, da es in einem Muskel, der keinen er- 
héohten Stoffwechsel, keinen erhdhten Sauerstoffverbrauch, keine 
vermehrte Kohlensiiureproduktion aufweist, der nicht mehr Wirme 
produziert als der ruhende, der sich selbst durch unser feinstes Reagens, 
die Messung der Aktionsstréme, nicht von dem ruhenden Muskel 
unterscheidet, zur erhéhten Bildung einer Substanz als Endprodukt 
eines EiweiBzerfalls kommen soll ? 

Riesser!) hat diese Schwierigkeit auch wohl erkannt und sucht ihr 
dadurch zu begegnen, daB er meint, der Mangel eines nachweisbaren Energie- 
umsatzes betreffe die Hohe der tonischen Verkiirzung, diese verlaufe als 
statischer Ruhezustand, die ,,Tonusschwankung” dagegen sei mit Energie- 
verbrauch verbunden. 

Jene Formen von Dauerverkiirzung, bei welchen sich keine Er- 
héhung des Stoffumsatzes gegeniiber der Ruhe nachweisen lieB, bei 
denen Stromlosigkeit im Muskel besteht, scheiden also von vornherein 
aus, fiir sie ist eine Vermehrung von Kreatin durch erhéhte Bildung 
dieser Substanz gar nicht zu erwarten. Nur fiir jene Starreformen, bie 
welchen sich Aktionsstréme im Muskel nachweisen lassen, die keinen 
statischen Ruhezustand darstellen, sondern als eine Summation von 
Kinzelzuckungen aufgefaBt werden miissen, besteht die Méglichkeit 
einer vermehrten Kreatinbildung; sie kénnen sich von der zur Bewegung 
fiihrenden Verkiirzung des Muskels blo® dadurch unterscheiden, dai 
die Intensitat der einzelnen StéBe geringer ist, oder dadurch, daB die 
sie zusammensetzenden Einzelzuckungen einen besonders trigen Abfall 
haben, so daB ein glatter Tetanus schon durch eine geringe Reizfrequenz 


1) Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 80, 183, 1917. 
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zustande kommt. Daf eine geringere Intensitiét der einzelnen StéBe 
eine erhéhte Kreatinbildung zur Folge haben soll, ist wohl nicht an- 
zunehmen. Es bleibt daher nur die Méglichkeit, daB die Verzégerung 
der Erschlaffung bei der einzelnen Zuckung von einer Kreatinver- 
mehrung begleitet sei. Zur Priifung dieser Frage wurde der Kreatin- 
gehalt bei anoxybiotischer Zuckung untersucht, da man bei fortgesetzter 
Reizung des Muskels bei Sauerstoffmangel in noch erhéhtem Mae als 
bei der Ermiidung unter gewéhnlichen Verhiltnissen einen gestreckten 
Abfall der Einzelzuckung beobachten kann. 


Die Reizung erfolgte am Gastrocnemius von Fréschen (R. temporaria 
und R. esculenta) mittels Unterbrechung des Primiirstromes durch ein 
Metronom in Intervallen von 2 bis 3 Sekunden durch maximale Offnungs- 
induktionsschlage, wihrend die SchlieBungsschlaige abgeblendet waren, 
und wurde bis zur totalen Erschépfung des Muskels durchgefiihrt. In 
der ersten Versuchsreihe tauchte der Muskel in 50 cem Ringerlésung bzw. 
50 cem Ringer- plus drei Tropfen einer 1,3proz. KCN-Lésung. Die zweite 
Serie bestand in Reizversuchen in Luft bzw. in einer Stickstoffatmosphare. 
Der Muskel wurde in einem kleinen Flischchen suspendiert, das durch einen 
Gummistépsel mit dreifacher Bohrung abschlieBbar war. Bohrung I ent- 
hielt ein Glasrohr, welches bis an den Boden des GefaBes hinabreichte, hier 
rechtwinklig umgebogen war und nahe dem zugeschmolzenen Ende einen 
kleinen Glasbiigel trug. Knapp oberhalb des Gummistépsels war durch 
ein kleines Bohrloch ein Draht in das Innere dieses Glasrohres eingefiihrt 
und nahe dem Glasbiigel durch ein zweites Bohrloch aus ihm gezogen, um 
an den Biigel geschlungen zu werden. Beide Bohrlécher waren nach der 
Durchfiihrung des Drahtes wieder zugekittet. SchlieBlich war an der dem 
Boden des GefaiBes zugekehrten Seite des horizontalen Schenkels nahe 
dessen Ende eine kleine Offnung ausgefeilt. Dadurch konnte dieses 
durch die Bohrung I gefiihrte Glasrohr gleichzeitig zur Zuleitung des 
Gases fiir die Versuche in einer Stickstoffatmosphire, zur Verbindung mit 
dem einen Pol des Induktionsapparats und zur Fixierung des einen Muskel- 
endes (an dem von dem Draht umschlungenen Glasbiigel) dienen. Das 
zweite Muskelende hing an einem Draht, der durch die Bohrung II 
hindureh zu einem Muskelhebel fiihrte und von dem auberdem die 
Verbindung mit dem zweiten Pol des Induktionsapparats hergestellt war. 
Fiir die Reizversuche in einer Stickstoffatmosphire war der VerschluB 
der Bohrung IT durch einen Vaselinpfropf gewahrleistet, der die Bewegungen 
des durchgefiihrten Drahtes bei Kontraktion des Muskels praktisch nicht 
hinderte. Bohrung III enthielt schlieBlich ein knapp unter dem Gummi- 
stépsel endendes Rohr, welches fiir Versuche in einer Stickstoffatmosphare 
als Gasableitungsrohr diente und zur Kontrolle des Durchstrémens des 
Gases mit einem Gummischlauch in Verbindung stand, der unter Wasser 
endete. [Eine ahnliche Versuchsanordnung findet sich bei Winterstein') 
beschrieben, aber, entsprechend dem Zweck jener Versuche (Untersuchung 
der Bedingungen der Totenstarre), ohne Einrichtung zur Reizung des 
Muskels.] Selbstverstaéndlich befand sich der Kontrollmuskel wihrend 
der Zeit der Reizung in dem gleichen Medium und unter sonst gleichen 
Bedingungen wie der gereizte. 


1) Pfliigers Arch. 191, 184, 1921. 
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Es wurde das Gesamtkreatinin des Muskels nach der von Kahn') 
angegebenen Modifikation der Folinschen Methode bestimmt. Kleine 
Veriinderungen dieser Methode erwiesen sich als vorteilhaft, denn die 
Umwandlung des Kreatins in Kreatinin gelang uns nach der Angabe 
Kahns (Einengung des mit 0,25 cem 25 proz. HCl angesiiuerten Muskel- 
extrakts durch 3 Stunden auf dem Wasserbade) nicht vollkommen, 
woran der Wechsel der Siurekonzentration beim fortschreitenden Ver- 
dampfen der Fliissigkeit schuld zu tragen schien. 

Die Kreatininbestimmung gestaltete sich also, kurz geschildert, 
folgendermaBen. Der Muskel wurde nach Wagung zerschnitten, mit etwa 
2cem hei®er 5proz. NaCl-Lésung tiberschittet, sorgfiltig mit einem Pistill 
zerrieben, der Brei in eine Eprouvette itiberfiihrt, mit insgesamt 3 cem 
heiBer NaCl-Lésung nachgespiilt. Nach Ansiiuerung mit einem bis 
zwei Tropfen 10proz. Essigsiiure wurde 1144 Minuten gekocht, nach Ab- 
sedimentieren des Muskelbreies filtriert. Der koagulierte Muskelbrei wurde 
viermal mit 5cem Wasser aufgekocht und jedesmal hei filtriert. Die 
gesamte Fliissigkeit wurde nun auf wenige Kubikzentimeter eingeengt, 
in eine auf 10 ccm geeichte Eprouvette gebracht, mit leem 22°, HC! 
versetzt und bis zur Marke aufgefiillt, die Eprouvette mit einem am Rande 
eingekerbten Kork verschlossen und 31% Stunden auf dem Wasserbade 
gekocht. Nach Abkiihlung, Neutralisation und Einengung der Fliissigkeit 
auf etwa 1 cem wurde auf 5ccm aufgefiillt und weiter nach Kahns Vor- 
schrift mit dem Fleischlschen Hiaimometer kolorimetriert. Bei Reizung 
des Muskels in Ringer bzw. Ringer-Cyan wurde selbstverstindlich die 
Fliissigkeit, in welcher der Muskel suspendiert war, zusammen mit dem 
dazu gehérigen Muskelextrakt zur Kreatininbestimmung verarbeitet. 

Die mittels dieser Methode vom Gastrocnemius von Temporarien und 
Eskulenten (in den Monaten Mirz bis Juli) erhaltenen Werte schwankten 
zwischen 3,0 bis 4,4 mg Gesamtkreatinin pro Gramm Muskelsubstanz. 

Die Reizversuche in Ringer bzw. in Ringer-Cyan sind in Tabelle I 
wiedergegeben, Tabelle II enthalt die Reizversuche in Luft bzw. in 
Stickstoff. 


Tabelle I. WReizversuche in Ringer und Ringer-Cyan. 





Gesamt-Kreatiningehalt 


Gewicht Abgelesener Wert pro 1g Muskel 
| gereizt | ungereizt gereizt ungereizt gereizt ungereizt 
1 044 g 038 g 42 34 4.2mg 3,7 mg 
2 1,036 0,998 75 76 3,7 3,8 . 
3 0,766 0,738 61 60 3,8 3.8 , 
4 0,543 0,649 33 40 26... 3,1 
5 | 0,72 0,65 40 44 o7 . 29 
6 1,279 1,071 85 80 3.4 . > ie 
7 || 0,722 0,694 58 57 3.8 39 , 


Versuch 1 bis 3 = Reizversuche in Ringerlésung, 4 bis 7 in Ringer- 
Cyanlésung. 


1) Kahn, |. ec. 
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Tabelle II. 
af Reizversuche in Luft bzw. Stickstoff. 
‘ ( Gewicht! Abgelesener Wert sta 
: i gereizt ungereizt gere.zt ungereizt gereizt ungereizt 
; ] 0,460 g 0,475 g 48 43 4,.7mg 4.3 mg 
ith 2 0,654 0,665 56 57 3,9 , 3,9 , 
Ho 3 0,993 0,977 75 73 77. 3,1 
4 0,937 0,937 75 74 40 . 3,9 . 
5 1,225 1,264 81 77 3,3 , 3.0 . 
6 | 0.768 — 0,770 64 65 40. 41. 
Rit 7 0.833 0,843 69 70 40. 40. 
8 0,753 0,731 57 56 3,6. 3.6. 
t 


Versuch 1 bis 4 = Reizversuche in Luft, 5 bis 8 in Stickstoff. 


Auf die Reizversuche in Ringerlésung und in Luft, die nur des Ver- 

gleichs halber vorgenommen wurden, eriibrigt sich niher einzugehen. Es 
. . . * . . . . 

zeigten sich in Ubereinstimmung mit den neueren Angaben der Literatur 


: (Zusammenstellung der diesbeziiglichen Literatur bei V. Scaffidi, diese 
: Zeitschr. 50, 402, 1913) keine wesentlichen Verschiedenheiten im 


Kreatiningehalt des ruhenden und des bis zur Erschépfung gereizten 
Muskels. Was die Reizversuche in Ringer-Cyan anlangt, so war in 
keinem Falle eine Vermehrung, einige Male sogar eine deutliche Ver- 
minderung des Kreatingehalts des gereizten Muskels festzustellen. 
Diese Verminderung diirfte aber darauf zuriickzufiihren sein, daB der 
unter anoxybiotischen Verhialtnissen zuckende Muskel infolge der 
stirkeren Milchsiurebildung (vgl. Meyerhof) sich stirker mit Wasser 
iE imbibiert und daher die pro Gramm Muskelsubstanz berechnete Kreatin- 
menge zu gering erscheint. Tatsachlich zeigen auch die Reizversuche 
in Stickstoff, bei welchen die Méglichkeit einer Imbibition des Muskels 
ausgeschlossen ist, keine Verainderung im Kreatingehalt des gereizten 
Muskels gegeniiber dem ruhenden, welche jenseits der Versuchsfehler 
liegen wiirde. 
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i Wir sehen also, daB es bei der anoxybiotischen Zuckung trotz 
ti Verlangsamung der Erschlaffung zu keiner Vermehrung des Muskel- 
kreatins kommt. Dieses Ergebnis steht in Ubereinstimmung mit den 
t Resultaten von Parnas und Wagner"), welche bei der Bestimmung des 
Aminostickstoffs nach van Slyke in Muskeln, welche in einer Stickstoff- 
EE atmosphare bis zur Ermiidung gereizt worden waren, dieselben Werte wie 
( . in normalen ruhenden Froschmuskeln fanden. Diese Werte geben aller- 
i i dings, wie die Autoren selbst hervorheben, tiber das Verhalten des 
\ ie Kreatins bei der anoxybiotischen Zuckung keinen AufschluB, jedenfalls 
ath) geht aber aus diesen Versuchen herver, daf eine Abspaltung von Amino- 
_oerneatlosepeitind 
1a 1) Diese Zeitschr. 61, 387, 1914. 
mi | 
i 
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siuren, Harnstoff, NH,, primiren Basen wiihrend der anoxybiotischen 
Zuckung nicht stattfindet, daB also auch ein Stoffwechsel, der iiber die 
Bildung dieser Substanzen abliuft, fiir die Verziégerung der Erschlaffung 
nicht verantwortlich zu machen ist. 

Wir miissen darum den verzégerten Abfall der Kontraktion des 
unter Sauerstoffmangel zuckenden Muskels blob auf die Steigerung der 
schon bei der normalen Ermiidung des Muskels zu beobachtenden 
Milchsdiureanhiufung zuriickfiihren, die infolge der mangelnden Ver- 
brennung bzw. oxydativen Synthese der Milchsiure zu ihrer Mutter- 
substanz [Fletcher und Hopkins')] eintritt. 

Die anoxybictische Zuckung zeigt also, daB es zu einer Verlang- 
samung der Erschlaffung bloB durch Anhéufung von Milchsaure, ohne ver- 
mehrte Kreatinproduktion kommen kann. Fille von Verzégerung der 
Erschlaffung, welche allein von Kreatinvermehrung ohne gleichzeitige 
Milchsiiureanhaufung begleitet waren, wurden dagegen bisher noch 
nicht beobachtet. Wir kénnen daher einen zur Bildung von Kreatin 
fiithrenden EiweiBstoffwechsel nicht als notwendige Bedingung des ver- 
langsamten Ablaufs von Einzelkontraktionen ansehen und miissen darum 
fiir diese ebenso wie fiir die aus ihnen zusammengesetzten Formen von 
Dauerverkiirzung die Verdnderungen im Kohlehydratstoffwechsel als die 
mapgebende Ursache der Verkiirzung betrachten. 


1) Journ. of Physiol. 35, 247, 1909; 48, 281, 1911. 




















Der EinfluB verschiedener Priparate der Chiningruppe auf die 
fermentativen Funktionen des Organismus. 


Der EinfluB einiger Chinin- und Harnstoffiverbindungen auf die ¢-Proteasen. 
Von 
J. A. Smorodinzew und A. N. Adowa. 
(Aus der chemotherapeutischen Abteilung des 'Tropeninstituts Moskau. ) 


(Eingegangen am 9. September 1922. ) 


Eine der Grundeigentiimlichkeiten der physiologischen und pharma- 
kologischen Wirkungen des Chinins auf den Organismus der héheren 
Tiere ist die Verzégerung des Stickstoffzerfalls'!). Die Frage aber, 
wie dieses Alkaloid auf die einzelnen Phasen des Stickstoffwechsels 
einwirkt, ist bislang in der einschligigen Literatur fast gar nicht beriihrt 
worden. Den Beobachtungen von Fr. T. Gromowa*) nach verzégert 
eine 0,5proz. Chininhydrochloridlésung die Spaltung des EiweiBes im 
Hefesaft durch die Endotryptase. Laqueurs) Versuchen nach ver- 
starken kleine Chinindosen (0,001 bis 0,05°) den EiweiBzerfall in der 
Leber, wihrend bei gréBeren Dosen dieser ProzeB verzégert wird und 
schlieBlich ganz aufhért. Was den Einflu8 des Chinins auf die Trypsin- 
verdauung der Eiweifstoffe anbetrifft, so sind uns keinerlei Angaben 
dariiber bekannt geworden. Aus diesem Grunde beschlossen wir, vor 
allem den Einflu®B einiger Chininpriparate auf die Verdauung des 
Caseins durch das Trypsin niher zu untersuchen, da die Tryptasen 
der Gewebe demselben sehr ahnlich sind. Zu diesem Zweck erscheint 
Fuld Gross’ Methode sehr vorteilhaft. 

I. Chininhydrochlorid. 

Das Chininhydrochlorid, Cy)H,,N,0,.HCl + 2H,O (Molekular- 
gewicht 396,820), ist in der Therapie eins der gebriiuchlichsten Praparate 
dieses Heilmittels. Infolge seiner relativen Leichtléslichkeit (1 : 34) 
konnten n/20 Lésungen bereitet werden. 


1) J. A. Smorodinzew, Arb. d. Tropeninst. Moskau (russisch) 1922. 
°) T. Gromowa, Zeitschr. f. physiol. Chem. 42, 299, 1904. 
3) BE. Laqueur, Arch. f. exper. Pathol. 55, 240, 1906. 
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Tabelle I. 





a 
. Konzen- _ uantitat 
Ns. — Casein gon Ngten er 
. Trypeins sichtigen chakaion 
Konzens . Probier- 
Benennung tration glaschens 
1 | Chininhydrochlorid = */,, Griiblers Kohler 
2) Waeseer.....-... —- ot (0,25 J) Y 128 
3 | Chininhydrochlorid '/,, aus Milch 
4|| Wasser...... — “ j 128 
5 | Chininhydrochlorid —1/¢, Griiblers 
6 | Wasser... ... — a 7 128 
7  Chininhydrochlorid 1/9, | aus Milch 5 32 
8 mi of 5 32 
9 || Wasser. ..... — a 7 128 
10 Chininhydrechlorid 1/3,;,  Griiblers 5 32 
ll oa /310 5 32 
12 || Wasser... ... — ss ‘ 7 128 
13 Chininhydrochlorid — 3/59 ‘ Riedl 1 2 
14 ” 1/100 i (0,25 %) 
15 || Wasser. ..... — ke 6 64 
16 Chininhydrochlorid = 1/,,5 5 32 
17 eS 1/550 3 8 
18 || Wasser. ..... - m 6 64 
19 Chininhydrochlorid 14/3,, | aus Milch 5 32 
20 | si Shas ve 4 16 
21 || Wasser . Senge — 6 64 


Wie Tabelle I zeigt, verzégert dieses Chininpraparat sehr be- 
deutend die Verdauung des Caseins: bei 4/99, 1/4, und !/19) der Normal- 
konzentration erwiesen sich alle Probierglaschen getribt, wahrend 
beim Kontrollversuch nur die letzten, vom siebenten an beginnend. 
Triibung zeigten. 

Kinen merklich verzégernden Einflu8 tiben schon Lésungen dieses 
Mittels von 4/y99 und 1/3;) der Normalkonzentration aus. Eine derartige 
Lésung wurde zum Zweck eines Vergleichs des Einflusses des salzsauren 
und schwefelsauren Chinins in méglichst gleichen Dosen angewandt, 
da das schwefelsaure Chinin wegen seiner Schwerléslichkeit nur in 
1/49 der Normalkonzentration untersucht werden kann. 

Nachdem somit der verzégernde Einflu®B des salzsauren Chinins 
unzweifelhaft bewiesen war, stellten wir die minimale Konzentration 
fest, bei der es noch imstande ist, die Verdauung des Caseins zu ver- 
zogern. 

Wie aus Tabelle II ersichtlich ist, macht sich dieser Effekt schon 
bei 0,003 bis 0,015 %, durchschnittlich bei 0,009 ° desselben im Medium 
geltend. Offenbar iibt das Chinin seine Wirkung unmittelbar auf das 
Ferment, nicht aber auf das Substrat aus, da desto mehr Chinin nétig 
ist, um denselben Effekt hervorzubringen. je stirker die Fermentlésung 
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Tabelle II. 
so ep 
fonzens es Verzégernde 
oo pee inst “ation —— Konzentration 
K Trypsins — 
onzens robicr: 
Benennung tration glaschens Mol. of, 
22 Chininhydrochlorid '/,, |@riiblers Kohler | 8 1989 0,007 
23 | Wasser. ..... -- ig (0,25 : 64%) | durchsicht.) — Abe 
24 Chininhydrochlorid ‘'/,, - ss 8 1/1939 0,007 
25 || Wasser. ..... — * a | durchsicht. — — 
26 Chininhydrochlorid '/,,) > # 7 Meg 0,014 
aT veer ks — = = | durchsicht. — es 
28 |Chininhydrochlorid '4/,5, ‘aus Milch x 6 “se09 0,003 
29 ||Wasser...... — rm - durchsicht. — — 
30 Chininhydrochlorid  '/so9 * “ 4 Meo, 0,011 
OT Wemeer wks — 5 ie durchsicht. — — 
32 Chininhydrochlorid */15 is - 5 ogeg 0,004 
33 | Wasser. ..... -= . ‘ durchsicht.| — ~ 
34 Chininhydrochlorid  '!/,,, a 5 | Megs9 | 0,004 
35 |Wasser...... _ “ x durchsicht. — _ 
36 Chininhydrochlorid '/,,, | Griiblers ‘ 5 Moyso 0,004 
SF) Weemer wk ks — ” a durchsicht. — _— 
38 Chininhydrochlorid 1/5) = ‘3 4 '/ioa9 0,007 
39 |Wasser...... — 2 me durchsicht. — — 
40 | Chininhydrochlorid 1/545 4 Ried | 38 Vex | 0,015 
41 ||Wasser...... -- 2 (0,25: 32 %o) | durchsicht. — — 
42 | Chininhydrochlorid | '/3;5 ‘3 t 3 Meoq 0,015 
43 ||Wasser...... _— e i | durchsicht.) — — 
44 |Chininhydrochlorid */5)5 - i 3 Meeg | 0,015 
45 |Wasser..... ‘ _— “i a durchsicht.| — — 


ist: bei 32facher Verdiinnung verzogert eine 0,015proz. Lésung, bei 
64facher schon eine 0,003 bis 0,004proz. AuBerdem scheint das salz- 
saure Chinin stirker auf das Kéhlersche Priparat, das schwefelsaure 
auf das Riedlsche einzuwirken (s. Tabelle II und XIX). 


If. Die Doppelverbindung des Chininhydrochlorids mit Harnstoff. 


Das salzsaure Carbamidchinin, eine Doppelverbindung des salz- 
sauren Chinins mit salzsaurem Harnstoff, C,)H,,N,0,.HCI.CO 
(NH,),HCl + 5H,O (Molekulargewicht 547,676), ist ein in Wasser 
leichtlésliches (1:1) Chininpraparat, welches in 50proz. Lésung zu 
subkutanen Injektionen empfohlen wird. Fiir uns bietet es noch deshalb 
ein Interesse, weil seinerzeit der Harnstoff selbst als Heilmittel bei 
Malaria angewandt wurde. Diese Verbindung wurde von uns anfanglich 
in 1/4) der Normalkonzentration erprobt. Das Resultat war dem oben 
beschriebenen gerade entgegengesetzt: alle Probierglischen waren klar 
und durchsichtig, d. h. also, daB diese Verbindung die Verdauung des 
Caseins sehr beschleunigt (Tabelle ITI). 
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Tabelle III. 
Nummer 
Reagens Konzen- aston Quantitat 
Nr. Casein tration ditele der 
T des sichtigen Trypsin : 
eae rypsins Probiers einheiten 
Benennung tration glaschens 

or Salzs.Carbamidchinin  '/,,  G@riiblers Riedl 10 iib. 1024 
|Wesser..... _— " (0,25 %o) 6 4 

| Salzs.Carbamidchinin Pr Ss et 10 iib. 1024 
—_ - K 2 6 64 
50 | Salzs.Carbamidchinin '/,, aus Milch p 10 iib. 1024 
51||\Waseerr.......) — im . 6 64 
2 | Salzs.Carbamidchinin  1/,, ‘ - 10 iti. 1024 
S3||\Wamer.......| — Pe i 6 64 
54) Salzs.Carbamidchinin '/,, ” Kohler 10 iib. 1024 
55||Wasser. .. . — os (0,25 %o) 7 128 
56 eee “Ie . 3 10 tib. 1024 
57||Wasser. ......) — * os 7 128 
58 Salzs.Carbamidchinin '/,,  Griiblers a 10 iib. 1024 
59 | Wasser . cage tee. - = 7 128 
60 | Salzs.Carbamidchinin  1/,, : : 10 iib. 1024 
61 Wasser. ... — a “s 7 128 


Tabelle LV zeigt, daB dieses Praparat die Trypsinverdauung des 
Caseins bei einem Gehalt von 0,57°% im Medium (von n/I bis n/20) 
beschleunigt, bei geringeren Konzentrationen beginnt es, einen ver- 
zogernden EinfluB auszuiiben, besonders im vierten und fiinften Probier- 
glischen, wo die Triibung starker ist als im Kontrollglaschen, das kein 
Chinin enthalt. 

Da das fiinfte Probierglaschen Carbamidchinin in '/ 39) der Normal- 
konzentration enthielt und auch zum Vergleich mit der Wirkung des salz- 
sauren und schwefelsauren Chinins eine Lésung von 1/,,,proz. Normal- 
konzentration nétig war, so wurde eine solche von uns untersucht. 
Es erwies sich, daB eine solche Lésung des gegebenen Praparats in der 
Tat die Verdauung des Caseins stark verzégert (Tabelle V), und dab 
dieser Effekt in Lésungen auftritt, bei denen das Medium 0,005 bis 
0,018 %, im Mittel 0,011°% davon enthalt (Tabelle VI). 0,0025 bis 
0,00008 proz. Lésungen (1/s9¢9 bis 4/15; 799) Wirken weder beschleunigend 
noch verzégernd (Tabellen IV und VI). Es mu darauf hingewiesen 
werden, daB auch in diesem Falle stirkere Lésungen des Ferments 
zur Erzielung eines gleichen verzégernden Einflusses mehr Chinin er- 
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fordern und da® dieses wiederum stiirker auf das Koéhlersche als auf 
das Riedische Priparat wirkt (Tabelle VI). 


Tabelle IV. 








| Nummer 
, 2S sc a i » 
Reagens ae a 
Nr. Casein ase — 
Konzens Trypsins | sae | 
Benennung tration glaschens Mol. Of, 
62 | Salzs.Carbamidchinin 1/, Griiblers Kéher 5 Jig | 0,71 
63 | Wasser . _ (0,25:128%)| triib =e 
64 | Salzs.Carbamidchinin If, 5 Iie | 0,71 
65 Wasser . - triib — -— 
66 | Salzs.Carbamidchinin l/, 5 lye =, (9,71 
67 Wasser. . — triib — — 
68 Salzs.Carbamidchinin lie0 l 1990 «0,57 
69 Wasser. . — triib — _ 
70 | Salzs.Carbamidchinin Wey 1 1/59 | 0,67 
71 | Wasser. . — s triib — — 
72 | Salzs.Carbamidchinin 1/4, aus Milch 1 eg | 0,87 
73 || Wasser. . — triib — _ 
74 Salzs.Carbamidchinin 3 20 M0 (0,57 
75 “Wasser es — Ss triib — —_ 
76 | Salzs.Carbamidchinin + lee Riedl 1 1, | 06 
77 | Wasser . ; a= (0,25 :64%) | triib ae ae 
78 | Salzs.Carbamidchinin les " 1 log | 0,57 
79 |. Wasser . . = a triib — — 
80 | Salzs.Carbamidchinin '/o, | Griiblers 1 Veg | 0,57 
81 | Wasser . - trib — - 
82 | Salzs.Carbamidchinin 1/99 1 Nog | 0,57 
83 || Wasser . ~ a triib — — 
84 Salzs. Carbamidchinin Ust0 Kohler — _ 
85 |Wasser . . — (0,25 :128 %) | triib _ 
86 || Salzs. Carbamidehinin. 1s10 — — 
87 || Wasser . . ~~ triib — 
88 || Salzs. Oarbaridehinin | | *st0 os 
89 || Wasser . --- triib 
Tabelle V. 
aa pa | x 
Reagens yr sin uioten olen 
Nr. Casein ie —_. + Ai 
Konzen- Trypsins | Probier. caliiien 
Benennung tration || | glaschens 
90 | ! Salzs. Carbamidchinin | "Ts10 Griiblers | Kohler a 
91 | Wasser. . - | (0,25 %) | 7 128 
92 | Salzs. Carbamidchinin | | sao se — — 
93 | Wasser . ; — || rt 7 128 
94 | Salzs.Carbamidchinin | ‘Is10 aus Milch | ‘i — — 
95 | | Wasser i ‘ 7 128 
96 | Salzs.Carbamidchinin | | Uss0 * _ = 
97 || Wasser . .t = ¥ 7 128 
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Tabelle VI. 
ean 
Konzen- es Verzogernde 
Ne Reagens Casein tration pes Konzentration 
. Trypsins sichtigen 
Konzen- Probier- 
Benennung tration glischens Mol. 
98| Salzs.Carbamidchinin '/;,, ausMilch Kohler 5 ‘489 0,005 
99 Wasser... — s (0,25 :64°|)) durchsicht. — ~ 
100, Salzs. Carbamidchinin 1 310 = » 5 lio4s9 0,005 
101) Wasser. . a - 99 durchsicht. — 
102] Salzs.Carbamidchinin Meoi9 | Gritblers | (0,25:32%)| 3 ‘lexg «(0,018 
103;Wasser. . . * ™ durchsicht. - - 
104 Salzs.Carbamidchinin ° 310 e 9 4 'ieaq 0,008 
105 Wasser. . . - a 4 durchsicht — 
106 Salzs.Carbamidchinin 1 310 ¥ Riedl 4 ‘ e49 —-0,009 
107, Wasser . . = ‘3 (0,25 : 32%) durchsicht. 
108) Salzs. Carbamidehinin Pa .: - 3 M509 © (0,018 
109| Wasser... . i J durchsicht. 


Ill. Der Harnstoff und dessen Salze. 


Ks unterliegt keinem Zweifel, dab die Doppelverbindung Carb- 
amidchinin in ihrer Lésung in Chinin und Harnstoff zerfallt, und dab 
jeder dieser Stoffe selbstiindig und voneinander unabhingig wirken 
muB. Um die Uberzeugung zu gewinnen, da8 die beschleunigende 
Wirkung dieses Doppelsalzes des Chinins gerade vom Harnstoff ab- 
hiingt, sahen wir uns genétigt, die Wirkung des freien Harnstoffs und 
seiner Salze auf diesen Prozef}S naiher zu untersuchen 

Die Versuche zeigten uns, daB eine n/20 Lésung des freien Harn- 
stoffs den ProzeB auf keine Weise beeinfluBt (Tabellen VIT und VIIJ). 


Tabelle VII. 








Nummer 
- des Konzen- 
‘ Reagens yor sg letzten tration 
Nr. Casein durch- der 
des haat oh 
a sichtigen I'rypsin 
Konzen- l'rypsins Probier: einheiten 
Benennung tration glaschens 
110 Harnstoff .. . . . ‘Wg, aus Milech Kohler 7 128 
111 | Wasser ...... — 7 (0,25 %p) 7 128 
112 | Harnstoff a) a ° Ps 7 128 
113 || Wasser ..... _— a: 7 128 
114 || Harnstoff .. . . . | "oq | Griiblers 7 128 
115 | Wasser 7 128 
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if Tabelle VIII. 
i) 
a Nummer 

: Konzen- ¥ erzogernde 
a on Reagens rs tration ome Konzentration 
oe sichtigen 
Konzens Trypsins Probier- 
‘ Benennung tration glaschens. Mol. %, 
ne 116) Harnstoff .. . . . ‘Jy9 \ausMilch Kohler | 1 _— — 
¥ 117; Waeser ...... — ? (0,25 : 64%) |\durchsicht,; — — 
Rit 118; Harnstoff . ‘a0 * ja 1 — - 
Pay 119, Wasser — |durchsicht, — — 


”? 


Dagegen beschleunigt salzsaures, schwefelsaures und salpetersaures 
Carbamid in 4/5), Konzentration die Trypsinverdauung des Caseins 
stark (Tabellen IX und XJ). 


ahaa 














Tabelle 1X. 
. Nummer 
OE iain, des Konzen- 
Reagens cmatien letzten tration 
Nr. Casein ce p- v der 
. Sichtigen r ins 
Konzen: Trypsins a elation 
Benennung tration glaschens 
; 120 Carbamidchlorid. . 4/,, | Griiblers Kohler 10 tb. 1024 
121) Waser. ..... 0 — 4 (0,25 %) 7 128 
123 | Carbamidchlorid . . — 4\/g9 > ~ 10 iib. ere 
124 | Wasser ....... _ s s 7 128 
125 Carbamidchlorid. . 4,3, | aus Milch ‘s 10 iib. = 
196. ||, Weameer.. =... 2:66). 5. — a * 7 
127. Carbamidchlorid. . Nao " - 10 iib. 1024 
128 || Wasser ...... —_ . ‘. 7 128 
129 Carbamidchlorid. .  '"/3;, | Griiblers - — 
Io War a “ 7 128 
131 Carbamidchlorid. . 4/15 ¥. i — — 
132 || Wasser... ...) — - = 7 128 
133 Carbamidchlorid. .  "/., a Ried! 10 iib. 1024 
134 || Wasser ...... -- a (0,25 °) 6 64 
135 Carbamidchlorid. . = "/., a “ 10 ub. eo 
136 || Wasser ......0° — w ‘ 6 
137 Carbamidchlorid. . ‘',, | aus Milch " 10 —| tib. 1024 
138 | Wasser dito — = ‘ 6 64 
139 | Carbamidchlorid . . — 4/s, re : 10 iib. = 
eck ess... Sta — 3 . 6 
141 | Carbamidchlorid. . 1);,, | Griiblers * “ts 
142 | Wasser ...... — * ss 6 
143 | Carbamidchlorid . .  !/s,, % s — ~~ 
144! Waegser ....... - S 9 6 64 
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Tabelle X. 
or 
Fi “s Konzen: 
: Reagens year ny letzten tration 
Nr. Casein aaa durch. . er 
Pe sichtigen Trypsin 
Konzen- F'rypsins Probier- einbeiten 
Benennung tration glaschens 
145 Carbamidnitrat . ‘log Gritblers == Kohler 10 iib. 1024 
146 Wasser. .... — a (0,25 %a) 7 128 
147 Carbamidnitrat 20 ‘9 . 10 «© iib. 1024 
148 | Wasser . : -- 7 128 
149 Carbamidnitrat . 1! 530 
150 Wasser . F — 7 128 
151 | Carbamidnitrat | os 
152 Wasser 7 128 
Tabelle XI. 
Nummer 
, es Konzen- 
Reagens —- letzten tration 
Nr. Casein ce durchs der 
PO Dames sichtigen Trypsin 
Konzens Trypsins Probiers einbeiten 
Benennung tration glaschens 
153 Carbamidsulfat . 159 Griiblers KGhler 10 iib. 1024 
154 Wasser. . — - (0,25 %o) 7 128 
155 Carbamidsulfat . Moo 10 ib. 1024 
156 Wasser. . : -- 7 128 
157 Carbamidsulfat Meso -— 
158 Wasser. . : - 7 128 
159 Carbamidsulfat . "s10 
160 Wasser . 7 128 
Der beschleunigende EinfluB der Carbamidsalze macht sich in 


1/54 bis 1/19 der Normalkonzentration (Tabellen XII, XIII und XIV) 
bei einem Gehalt an 0,12 bis 0,02 % davon im Medium geltend; 
Normallésung der Carbamidsalze zeigen eine verzégernde Wirkung auf 
die Verdauung des Caseins, wobei sich dieselbe in den Grenzen von 
1/160 bis 1/o4¢g der Normallésung bei einem Gehalt von 0,015 bis 0,001 °, 
davon im Medium (Tabellen XV, XVI und XVII) kundgibt. 


Tabelle X11. 


1/49 der 





Reagens 
Nr. 


Benennung 


161 Carbamidchlorid 
162) Wasser. . 

163 | |Carbamidchlorid 
164 Wasser . 


Nummer 
c des Beschleunigende 
. ——_ letzten = Konzentration 
Casein eee durchs 
. | | s sichtigen 
Konzen- Trypeins Probiers 
tration glischens Mol ' 
“sq Griiblers Kohler 3 1, 0,03 
a : (0,25:1289),)  triib ~ 
“ts Ee . 3 |i %, | 008 


triib 
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Tabelle XII (Fortsetzung). 
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Nummer | 
eee des Beschleunigende 
. Reagens nae yng letaten porate. sm 
Nr. Jasein urchs 
T des sichtigen 
Konzen- FYPSINS —_Probicrs 
Benennung tration glaschens| Mol. “lo 
165 | Carbamidchlorid '/55 aus Milch KGéhler 3 eg | 0,03 
166 Wasser. . ; - (0,25 128°) trib —_ 
167 Carbamidchlorid ‘eo 3 ‘igo =—s« 0,03 
168 Wasser . . : * ia triib : — 
169 | Carbamidchlorid “lao 7 Ried! 3 M50 0,03 
170; Wasser . . Z - a (0,25: 128%) triib _ ha 
171 | Carbamidchlorid M5 3 M35 0,03 
172||Wasser . . a 7 triib mn 
173 ‘Carbamidchlorid ‘og Gritblers | (0,25 : 64 %p) 3 1/90 0,03 
174| Wasser. . - me " triib . — 
175 | Carbamidchlorid a0 3 1, | 0,03 
176||Wasser . . - ¢ a triib seed - 
177 | 'Carbamidchlorid Li ie “ Kohler ~- — 
178 |Wasser . . (0,25: 128%)  triib 
179 | Carbamidchlorid | _ 
180 Wasser . — triib 
Tabelle XIII. 
| Mepenet 
eee es Beschleunigend 
Ne Reagens Casein yr en | — Eanstbneien 
mee i de . “re 
meine | sichtigen 
Konzen- Trypsins ew 
Benennung tration | glaschens Mol. % 
181, Carbamidnitrat . ‘log | Griiblers Kohler 4 1 go «0,019 
182! Wasser . . - es (0,25: 128%) triib — — 
183 | Carbamidnitrat . His | 4 ‘80 | 0,019 
184, Wasser. . : _ triib _ 
185| Carbamidnitrat . | Ps 4 ‘ie0 , 0,019 
186 Wasser . . - triib - 
Tabelle XIV. 
| Nummer 
c =~ des |, Beschleunigende 
- | Reagens oe —— ym ! Reseenttion 

T des . sichtigen 

| Konzen- sec a Probier- 

} Benennung tration glischens Mol. oF 
187, Carbamidsulfat . \l,, G@riiblers | Kéhler 3 4 | 6,034 
188 | Wasser. . : if (0.25 :128%)  trtib 
189 | Carbamidsulfat J “leo 3 ‘eg | 0,034 
190 || Wasser . F , — triib — ~ 
191) Carbamidsulfat . ligg 3 Mey 0,034 
192 | Wasser . triib _ 
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Kin Vergleich der Konzentrationen, bei denen eine Verzégerung 
des vorliegenden Prozesses unter dem EinfluB des salzsauren Chinins 
(0,009 %), des salzsauren Carbamids (0,002°,) und ihrer Doppelver- 
bindung (0,011%) stattfindet, zeigt, daB der Effekt dieser letzteren 
sozusagen eine Summierung der Wirkungen der einzelnen Kompo- 
nenten vorstellt. Gleicherweise mabigt die beschleunigende Wirkung 
des Carbamids in seiner Doppelverbindung mit dem Chinin die ver- 
zogernde Wirkung dieses letzteren. 

Der elektroneutrale Kérper — der Harnstoff —, der auf das Trypsin 
keinerlei Wirkung ausiibt, gewinnt im ionisierten Zustande seiner Salze 
die Fahigkeit, den Verlauf des fermentativen Prozesses zu indern, 
woraus man schlieBen kann, daB die Elektrolyte einen wesentlichen 
FinfluB auch auf die Arbeit der Fermente ausiiben. 


1V. Das Chininsulfat. 

Das Chininsulfat, (Cy H,,N,0,).H,SO, + 8H,O, (Molekular- 
gewicht 890,88) wurde von uns zum Zweck der Entscheidung der Frage 
untersucht, ob der Einflu8 der Chininpraparate blo& von der Base 
selbst oder von beiden Komponenten derselben abhingt. 

In Anbetracht der Schwerldéslichkeit (1: 788) dieses Priparats 
konnten wir nur n/310 Lésungen benutzen. Unsere Untersuchungen 
haben gezeigt, daB das Chininsulfat die Arbeit des Trypsins verzégert 
und schidlicher auf das Riedlsche als auf das Kdhlersche Priparat 
einwirkt, im Mittel bei 0,009°,, wie auch das Chininhydrochlorid und 
bei derselben Konzentration, bei welcher diese Substanz die vitalen 
Funktionen der Infusorien lihmt. 


Tabelle XVI1I. 





Nummer 
. des Konzen- 
onzen- . 
Reagens ome letzten tration 
Nr. Casein des durchs der 
Trypsins sichtigen Trypsin- 
Konzen: lila Probier-« einhciten 
Benennung tration glaschens 





245 Chininsulfat . . . . 1'/s,9 Griiblers Kohler 6 64 
246 Wasser. ...... - (0,25 |p) 7 128 
247 Chininsulfat . . . . '/s19 6 564 
248 |Wasser....... 7 128 
249 Chininsulfat . . . . '/,,) aus Milch Zs 6 64 
250 Wasser. ...... mn 55 7 128 
251 Chininsulfat . . . . '/aiy a 6 64 
262|Wasserr........ = ® 7 128 
253 Chininsulfat . . . . ‘'/s,)  Griblers Riedl ] 2 
254 Wasser. ...... - ‘s (0,12 %) 5 32 
255 ,Chininsulfat . . . .  '/si9 X (0,25 %) 5 32 
256 |Waeseer....... - 6 64 
257 |Chininsulfat . 2. 2 bajo . r. 5 32 


258 Wasser. ...... me - 6 64 
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Tabelle XIX. 





Reagens 


Benennung 


259 Chininsulfat 
260 Wasser . 

261/ Chininsulfat 
262;|Wasser. . . 
263/ Chininsulfat 
264|Wasser... 
265 Chininsulfat 
266; Wasser. . 
267) Chininsulfat 
268! Wasser . 
269, Chininsulfat 


Nummer 
des 
ersten 
= 
"Tewnei sichtigen 
Konzen- Trypsins Probier- 
tration glaschens 


Konzen- 


Casein tration 
des 


‘/si9 Griiblers Kohler 3 


(0,25 : 649) durchsicht. 


1/ 
/310 


-—— " durchsicht. 


/yy9 aus Milch ‘ 3 


durchsicht. 


df Pe Griiblers Riedl 


(0,25 : 32%) |\durchsicht. 


1/ 
/310 ? :? 6 


ge " FS durchsicht. 


6 


1/ 
/310 


Verzogernde 
Konzentration 


1 
4960 


1/ 
4960 


1 
4960 


0,015 
0,015 
0,015 
0,002 
0,002 


0,002 


a a a a 
act a hee mom 





S70; Weeeer. ...... 2 - durchsicht. 


Schliisse. 

1. Das salzsaure Chinin verzégert die Wirkung des Trypsins. 

2. Die Verdauung des Caseins kommt schon hei einem Gehalt 
von 0,009°%, an Chininhydrochlorid im Medium zum Stillstand. 

3. Eine n/20 bis n/80 Lésung des salzsauren Carbamids beschleunigt 
die Trypsinverdauung des Caseins. 

4. Eine n/160 bis n/2480 Lésung dieses Priparats bei einem Gehalt 
an 0,015 bis 0,001°% im Medium verzégert diesen Prozef. 

5. Unter n/2480 der Lésung iibt bei einem Gehalt an 0,0005 bis 
0,000 16° das Carbamidchlorid weder eine verzégernde noch eine be- 
schleunigende Wirkung aus. 

6. Eine n/20 bis n/160 Lésung des Carbamidnitrats beschleunigt 
die Trypsinverdauung des Caseins. 

7. Eine n/160 bis n/1280 Loésung des Carbamidnitrats verzégert 
bei einem 0,019 bis 0,0024proz. Gehalt desselben im Medium diesen 
Proze(. 

8. Eine n/20 bis n/80 Lésung des Carbamidsulfats beschleunigt 
die Trypsinverdauung des Caseins. 

9. Eine n/160 bis n/1280 Lésung des Carbamidsulfats verzégert 
diesen ProzeB bei einem Gehalt an 0,017 bis 0,002 °/, davon im Medium. 

10. Eine n/20 Lésung des freien Harnstoffs iibt auf das Trypsin 
keinen EinfluB aus. 

11. Eine n/1 bis n/20 Lésung des Carbamidchinins beschleunigt 
die Arbeit des Trypsins bei einem Gehalt von 11,44 bis 0,57 %. 

12. Kine n/310 bis n/2480 Lésung dieses Priiparats lahmt die 
Trypsinverdauung bei 0,11 proz. Gehalt. 
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13. Der beschleunigende Einflu8 des Carbamidchinins hingt von 
der Gegenwart vom Carbamidhydrochlorid in dessen Molekiil ab. 

14. Der beschleunigende EinfluB der Carbamidchininverbindung 
ist geringer als derjenige des Carbamidhydrochlorids, da der verzégernde 
Einflu8 des Chininhydrochlorids hemmend entgegenwirkt. 

15. Die Minimalkonzentration, bei welcher der verzégernde EinfluB 
einer Carbamidchininlésung sich bemerkbar macht, ist gleich 0,011 °% 
und stellt gleichsam die Summe der verzégernden Wirkung des Chinin- 
hydrochlorids und des Carbamidhydrochlorids vor. 

16. Das Chininsulfat verzégert die Wirkung des Trypsins auf das 
Casein. 

17. Der verzégernde Einfluf des Chininsulfats tritt schon bei 
einem Gehalt an 0,009° davon im Medium zutage. 

18. Im salzsauren und schwefelsauren Chinin wird der verzégernde 
Einflu8 auf das Trypsin durch das Chinin selbst bedingt, da er nicht 
vom Anion abhingt. 

19. Das Chininhydrochlorid verzégert die Wirkung des Trypsins 
stiirker bei dem Kohlerschen, das Chininsulfat bei dem Ried/schen 
Caseinpriparat. 

20. Starkere Fermentlésungen fordern mehr Chinin oder Carb- 
amid, damit der verzégernde Effekt zur Geltung kommt. 

21. Der elektroneutrale Kérper — der Harnstoff —, verhalt sich 
indifferent, gewinnt aber, wenn er in den ionisierten Zustand tiber- 
gefiihrt ist (Salz), die Fahigkeit, den Verlauf des fermentativen Prozesses 
zu verandern. 








Die Entstehung der Peroxydase in den Pflanzen. 
Die Bedingungen, welche die Abspaltung der Peroxydase von den 
Protoplasten und ihr Ubergang in den Zellsaft heryorrufen. 


Von 


W. Palladint und Fri. S. Manskaja. 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Laboratorium der russischen Akademie 
der Wissenschaften. ) 


(Eingegangen am 12. Oktober 1922.) 


Die Frage nach der Entstehung der Oxydationsfermente in den 
Pflanzen ist bis heute noch offen. Nach der Analogie mit den iibrigen 
Fermenten mu man denken, da sie in den Protoplasten entstehen. 
Jetzt werden die Oxydationsfermente der Pflanzen aus dem Zellsaft 
gewonnen. In den Tiergeweben aber sind die Oxydationsfermente 
gewohnlich mit den Protoplasten verbundene intrazellulare Fermente. 
Nur auf Grund einer nicht groBen Zabl von mikroskopischen Unter- 
suchungen darf man denken, daB auch in den Pflanzen die Oxydations- 
fermente nicht ausschlieBlich sich im Zellsaft befinden, sondern auch 
als mit den Protoplasten verbundene intrazellulare Fermente erscheinen. 
Darum entsteht die Frage, in welcher gegenseitigen Beziehung die 
Oxydationsfermente des Zellsaftes zu den mit den Protoplasten ver- 
bundenen Oxydationsfermenten stehen. Es entsteht ferner die Frage, 
ob sie nicht anfinglich als Zymogene entstehen. So geben Woods!) 
und Aso*) das Bestehen besonderer Zymogene der Oxydationsfermente 
im Zellsaft zu, die dabei dauerhafter als die Fermente selbst sind. 
Nach der Meinung von Jamada und Jodlbauer*) und auch Bach*) 
wird das Zymogen der Peroxydase vom Licht oder Jod aktiviert. 
In den gereinigten Praparaten der Peroxydase fehlt das Zymogen. Man 
darf nicht vergessen, daf die Existenz der Zymogene (Profermente) 
noch nicht als vollkommen erwiesen angesehen werden kann. So be- 
hauptete Duclaux*), daB die Versuche, auf Grund deren man das 


1) Woods, U. S. Depart. of Agriculture 18, 17. 

2) Aso, Bull. Col. Agric. Tokyo 5, 2, 226. 

3) Jamada und Jodibauer, diese Zeitschr. 8, 61, 1908. 

4) Bach, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 40, 230, 1906; 41, 225, 1908. 
5) Duclaux, Traité de microbiologie 2, 340, 1899. 
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Bestehen der Zymogene anerkennt, anders erklirt werden kénnen. 
Zwecks Lésung dieser Frage ist von uns vorliegende Arbeit ausgefiihrt 
worden. Fiir die quantitativen Bestimmungen der Peroxydase benutzten 
wir die von Lahimenko') ausgearbeitete kolorimetrische Methode; es wird 
die Intensitat der Farbung einer Guajakharzlésung durch eine Lésung 
der Peroxydase mit Hinzufiigung von H,O, mit der Lésung von Bleu 
de Coton (0,05 g auf 200 cem Wasser) verglichen. In einem Teil unserer 
Versuche benutzten wir Cyanin mit minimaler Zugabe von Methylen- 
blau. Aber diese Mischung ist nach der Farbung weniger brauchbar 
als Bleu de Coton. Die Versuche wurden bei Zimmertemperatur aus- 
gefiihrt. 


I. Die Verteilung der Peroxydase in den verschiedenen Teilen 

der Pflanzenzellen. 

Die Oxydationsprozesse in den Zellen wurden zum _ erstenmal 
genau von Pfeffer?) erforscht. Er sah sie hauptsachlich als postmortale 
Erscheinung an. (Griiss*) in seiner ersten Arbeit sah als den Stoff, der 
das Guajakharz blau farbt, die Diastase an. Raciborsky*) fand in den 
Siebréhren, in den MilchgefaBen und in den verschiedenen Parenchym- 
zellen eine das Guajakharz im Vorhandensein von H,QO, blaufarbende 
Substanz. Diese Substanz wurde von ihm Leptomin genannt. Wie 
Griiss’ Diastase, so auch Raciborskys Leptomin waren in Wirklichkeit 
Peroxydase. In seinen spiteren Arbeiten fand Griiss®) die Peroxydase 
im Phloem in jungem Holz. Clarke*) erforschte die Verteilung der 
Peroxydase in den verschiedenen Teilen der Blumenblatter. Keeble 
und Armstrong’) fanden, daB in den Blumenblittern sich zwei Per- 
oxydasen befinden. Die eine befindet sich in der Epidermis und in 
den anliegenden Zellen und wird durch Benzidin mit H,O, braun 
gefarbt, «-Naphthol und H, 0, farben sie nicht. Die andere Peroxydase 
befindet sich im Xylen der Leitbiindel. Diese Peroxydase wird durch 
Benzidin braun gefirbt und durch «-Naphthol violettblau. Vielleicht 
hingt das verschiedene Verhiltnis zu den Reagenzien nicht von der 
Verschiedenheit der Peroxydase ab, sondern von dem verschiedenen 
Medium, d. h. von dem verschiedenen chemischen Bestandteil der 
Epidermis und der inneren Zellen. Wie in dieser, so auch in den spiteren 


1) Lubimenko, Mémoires de l’Académie des sciences de Petrograd 
Phys. Math. 33, Nr. 12, 1916. 

2) Pfeffer, Ber. d. botan. Ges. 3, 82, 1889. 

3) Griiss, ebendaselbst 1895. 

4) Raciborsky, ebendaselbst 1898, S. 52, 119. 

5) Griiss, ebendaselbst 1898, S. 129; Beitr. z. Enzymol. Festschrift 
fiir Schwendener, S. 184. Berlin 1899. 

8) Clarke, Forreya 11, 31, 84, 101, 1911. 

7) Keeble and Armstrong, Proc. of the Roy. Soc. 85, 214, 1912. 
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Arbeiten setzten sich Keeble, Armstrong und Jones), ebenso Jones?) 
zum Ziel, das Verhiiltnis zwischen der Verteilung der Peroxydase und 
der Verteilung der Chromogene festzustellen. Dasselbe Ziel verfolgten 
Atkins*®), wie auch Reed*) und Bunzel®). Die Frage, in welchen Teilen 
der Zelle die Peroxydase sich befinde, interessierte sie nicht. Darum, 
um die Frage von der Verteilung der Peroxydase in den verschiedenen 
Teilen der Zelle zu lésen, sind von uns die folgenden Versuche aus- 
gefiihrt: worden. 
Versuch 1. 


Das Hautchen von der Innenflache der Zwiebeischuppen einer ge- 
wohnlichen Zwiebel. Als Reaktiv fiir die Peroxydase diente eine gesittigte 
Losung von Guajakol. Zu 5 cem einer Guajakollésung wurden zehn Tropfen 
von 3proz. H,O, hinzugefiigt. Stiickchen von dem Hiiutchen wurden in diese 
Lésung gelegt. Das Protoplasma und der Zellkern farbten sich hellbraun. 
Der Zellsaft war schwiicher gefirbt. Das in Wasser gckochte Hautchen 
hat eine kaum sichtbare Farbung. Stiickchen dec Hiutchens, nachdem sie 
durch Alkohol bearbeitet wurden, lieBen sich nicht farben. Um die Frage 
zu lésen, ob auch die Zellhant sich farbe, wurde das Hiiutchen erst der 
Plasmolyse (10°, Kalisalpeter) unterworfen und darauf mit Guajakol und 
H,O, bearbeitet. Das abgeléste Protoplasma firbte sich gut, die gefarbten 
Plasmodesmen waren sichtbar. Die Zellhiitute jedoch blieben farblos. Um 
die Voraussetzung zu beseitigen, daf in den beschriebenen Fallen das 
Protoplasma nicht darum von Guajakol sich farben lieB, weil in ihm die 
Peroxydase sich befand, sondern weil in dem Protoplasma zwei Lésungen 
sich begegneten — eine von auBen (Guajakol) und dic andere von innen 
(Zellsaft mit Peroxydase) und in dem Protoplasma eine gefirbte Nieder - 
schlagsmembran bildeten, wurden die Stiieckchen des Hiiutchens der Auto- 
lyse unterworfen. 

Zu diesem Zweck wurden sie fiir 24 Stunden in von Chloroform ge- 
sittigtes Wasser gelegt, darauf in Wasser durchgewaschen und dann wieder 
in Chloroformwasser gelegt. Nach einer solchen Bearbeitung war natiirlich 
der Zellsaft mit der in ihm enthaltenen Peroxydase entfernt. Wie das 
Protoplasma, so auch die Zellkerne lieBen sich nach einer zweitagigen 
Autolyse von Guajakol fiirben, wenn auch viel schwacher. Diese sechwiachere 
Farbung wird folgenderma8en erklirt: wihrend der Autolyse, wie wir 
spater sehen werden, geht ein Teil der mit dem Protoplasma verbundenen 
Peroxydase in die Lésung iiber. Aus diesem Versuch folgt, daB in dem 
Hautchen der Zwiebel die Peroxydase sich hauptsichlich in Verbindung 
mit dem Protoplasma und dem Zellkern befindet. Das Ausfallen der Reak - 
tion mit Guajakol nach dem Bearbeiten des Hiutchens mit Alkohol abt 
die Voraussetzung aufkommen, da der Alkohol entweder das zur Reaktion 
notige Ferment entfernt oder die Verbindung von Fiwei8 mit der Per- 


1) Keeble, Armstrong and Jones, Proc. of the Roy. Soc. 86, 308, 1913. 

2) Jones, ebendaselbst 8. 318. 

3) Atkins, Sci. Proce. R. Soe. Dublin N. 14, 144, 157, 317, 1913; 
zitiert nach Wheldale, The anthocyanin pigments of plants. Cambridge. 

*) Reed, Botanical Gazette 57, 528, 1914. 

5) Bunzel, Journ. Agric. Research 2, 373, 1914. Wir wissen nicht, 
ob derartige Arbeiten in den letzten Jahren erschienen sind. 
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oxydase gerinnen laBt. In dem Hautchen von keimenden Zwiebeln wird 
das Protoplasma von Guajakol und H,O, intensiver gefiairbt, als in dem 
Hiiutchen von nicht keimenden Zwiebeln. 


Versuch 2. 

Trockene Samen von Bohnen (Vicia Faba). Das Protoplasma der 
Keimlinge und der Cotyledonen gibt eine starke Reaktion durch Guajakol 
mit H,O,. Die Zellhaute farblos. 

Bei den Bohnensamen, die 24 Stunden in Wasser gelegen haben, wird 
das Protoplasma der Keimlinge eine starke Reaktion auf die Peroxydase 
geben, das Protoplasma der Cotyledonen eine schwichere. 


Versuch 3. 


Keimende Bohnensamen. Nach der Plasmolyse der Schnitte durch 
die Wurzel gibt der von den Zellhiuten abgetrennte Protoplast eine sehr 
starke Reaktion auf die Peroxydase, die Zellhaute farblos. Auf Schnitten 
durch Stengel und Wurzeln firben sich die Zellkerne intensiver als das 
Protoplasma, besonders intensiv fiirben sich die Kernkérperchen. Das 
Protoplasma der Stengelquerschnitte hat ein rosenkranzartiges Aussehen - 
diinne Stellen wechseln mit kugelf6rmigen Verdickungen. 

Auf Schnitten durch Stengel und Wurzeln, die einer vorbereitenden 
zweitigigen Autolyse unterworfen wurden, gibt das Protoplasma eine sehr 
starke Reaktion mit Guajakol und H,O,. Die Zellkerne sind nicht sichtbar. 
Auf Wurzelquerschnitten, die einer monatlichen Autolyse unterworfen 
wurden, gaben die Protoplaste eine sehr starke Reaktion auf die Peroxydase. 
Auf Schnitten durch Wurzel und Stengel, welche 24 Stunden in Methy!l- 
spiritus gelegen, geben Protoplasma und Zellkerne die Reaktion mit Gua 
jakol und H,O,, aber eine schwichere, mit Pyrocatechin dagegen geben 
solche Schnitte eine starkere Reaktion als frische. In beiden Fillen sind 
die Zellkerne gefirbt, aber bei frischen Schnitten sind die Kernkérperchen 
braun, bei Schnitten jedoch, die mit Methylspiritus bearbeitet wurden, 
sind die Kernkérperchen farblos. Bei Schnitten durch Stengel und Wurzeln, 
welche 20 Tage in Methylspiritus gelegen, bleibt die Reaktion mit Guajakol 
und mit Guajakharz aus. 

Legt man junge Triebe von Bohnen in eine Lésung von Guajakharz 
mit H,O,, so bekommt man sehr schéne Priparate. Die Keimlinge firben 
sich intensiv dunkelblau, die Samenhialften schwach hellblau. Dieselbe, 
nur etwas geschwichte Farbung wird bei Trieben nach einer monatlichen 
Autolyse in mehrmals gewechseltem Chloroformwasser beobachtet. Eben- 
solche Priparate bekam Palladin') friiher beim Bearbeiten von ‘Trieben 
erst mit Chloreisen und dann essigsaurem Natrium beim Studium der 
Atmungschromogene. Bei einer solechen Bearbeitung bekommt man eben- 
falls dunkelblaue Keimlinge und hellblaue Cotyledonen. Folglich ist in den 
Keimlingen sehr viel Peroxydase sowie auch Atmungschromogene, in den 
Cotyledonen dayegen wenig von dem einen und anderen. 


Versuch 4. 
Auf Schnitten durch Kérner von Weizen geben die Zellen der Aleuron 
schicht eine intensive Reaktion auf die Peroxydase. Der von Weizenmebhl 
1) W. Palladin, Atmungschromogene der Pflanzen. Ber. d. Taurischen 
Universitat. Nr. 2, 1919. 
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reingewaschene Kleber gibt eine verhaltnismaBig schwache Reaktion mit 
Guajakol und Guajakharz, eine starke Reaktion mit Hydrochinon und 
H,0,, eine sehr starke Reaktion mit Pyrocatechin und Pyrogallol. 


Versuch 5. 

Ziel dieses Versuchs war das Erklaren des Verhiltnisses der Zellhiillen 
zu der Reaktion auf die Peroxydase. Wie schon friiher erwihnt wurde, 
geben Hiillen von reiner Zellmembran keine Reaktion auf die Peroxydase. 

Alle erforschten verholzten Hiillen geben mehr oder weniger intensive 
Reaktionen auf die Peroxydase. Offenbar verlieren Stiicke von Holzfasern, 
wenn sie trocken aufbewahrt werden, allmihlich das Vermégen, Reaktionen 
auf die Peroxydase zu geben. Auf Querschnitten durch einen jungen 
Pappelzweig (Populus boleana), am 28. Februar abgeschnitten, farbten 
sich die Holzfasern sehr stark, ebenso von Guajakol wie auch von Guajak- 
harz, wenn H,O, hinzugefiigt war. Ebensolche Reaktionen gaben die 
Holzfasern auf Querschnitten durch einen jungen, am selben Datum ab- 
geschnittenen Eichenzweig. Bei Querschnitten durch ein Cliviablatt gab 
Cuticula gute Reaktionen auf die Peroxydase. Auf Querschnitten durch 
Wurzeln von Iris gibt auBer der Holzfaser auch die Endodermis eine 
Reaktion auf die Peroxydase. Die diinnen AuSenhiillen im Dezember 
ausgegrabener Wurzeln firben sich bedeutend intensiver als die dicken 
hufeisenfoérmigen Hiillen. Sehr intensiv farbt sich der Inhalt der Leitzellen. 
Das Vermégen, Reaktionen auf die Peroxydase zu geben, bleibt auch 
dem Spiritusmaterial erhalten. Bei Anfang Marz ausgegrabenen Wurzeln 
ist eine intensivere Fiirbung der diinnen AuBenhiillen kaum bemerkbar. 
Auf Querschnitten durch Parenchym, der Rinde der Wurzel (Alkohol- 
material), sieht man, daf die mittleren Platten sich bedeutend intensiver 
farben als die Innenschichten. Die Plasmodesmen sind zu sehen. 


Auf Grund der beschriebenen Untersuchungen folgt: 

1. AuBer der freien Peroxydase, die sich im Zellsaft befindet, 
befindet sich in den Pflanzen noch eine Peroxydase, die mit verschie- 
denen Teilen des Protoplasts verbunden ist. 

2. Das Protoplasma und der Zellkern der im Wachstum wie 
auch in Ruhe sich befindenden Organe geben farbige Reaktionen 
auf die Peroxydase, wie in den lebenden plasmolysierten, so auch in 
einer ziemlich langen Autolyse unterworfenen Zellen. 

3. Nach einer lingeren Wirkung von Spiritus wird das Vermégen, 
Reaktionen auf die Peroxydase zu geben, geschwacht und verschwindet 
schlieBlich ganz. 

4. Bei Weizenkeimlingen gibt die Aleuronschicht sehr intensive 
Reaktionen auf die Peroxydase. 


5. Der aus Weizenmehl gewonnene Kleber gewahrt ebenfalls alle 
Reaktionen auf die Peroxydase. 

6. Hiillen von reiner Zellmembran enthalten keine Peroxydase. 

7. Verholzte Hiillen, Cuticula und Endodermis der Wurzeln von 
[ris gewiihren gute Reaktionen auf die Peroxydase. 
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Il. Die Bildung der freien Peroxydase waihrend der Autolyse. 
Die Bedeutung der Salze fiir die Autelyse. 


Die im vorigen Kapitel beschriebenen Versuche haben gezeigt, 
daB in den Pflanzen auber der freien Peroxydase des Zellsaftes sich 
noch eine mit den verschiedenen Elementen des Protoplasts verbundene 
Peroxydase befindet. Es entsteht die Frage, ob die gebundene Per- 
oxydase wihrend des Zerfalls der Elemente des Protopiasts oder wihrend 
seiner Autolyse in die Lésung iibergehen kénne. 

Die Versuche der Autolyse der Tier- und Pflanzenorgane werden 
gewohnlich so veranstaltet, daB die Organe zerkleinert werden, mit 
von Chloroform gesiittigtem Wasser begossen und mehrere ‘Tage stehen 
gelassen. Eine solche Autolyse ist fiir uns kaum annehmbar, da wir 
beim Zerkleinern der Pflanze zusammen mit der gebundenen Per- 
oxydase auch die Peroxydase des Zellsaftes einfiithren. Wir muften 
vorher die ganze freie Peroxydase entfernen. Um diesen Zweck zu 
erreichen, wurde das zerkleinerte Organ sorgfaltig ausgedriickt, in 
Wasser durchgewaschen, wieder ausgedriickt, und dann erst wurde 
die ausgedriickte Masse der vorbereitenden Autolyse unterworfen. Die 
vorbereitende Autolyse wurde angewandt, weil die Sicherheit feblte, 
daB trotz dem sorgfiltigen Zerkleinern alle Zellen getétet waren und 
folglich ihren Zellsaft verloren hatten. Darum wurde die ausgedriickte 
Masse mit Chloroformwasser verdiinnt und 24 Stunden lang stehen 
gelassen. Darauf wurde das Wasser ausgedriickt, wieder mit Chloroform 
gesittigtes Wasser hinzugefiigt und die Autolyse dauerte noch 
24 Stunden. Dann wurde das Wasser wieder ausgedriickt und erst 
nach solchen vorbereitenden Autolysen wurde die ausgedriickte Masse 
dann der endgiiltigen Autolyse unterworfen, um die Frage zu lésen, ob 
die gebundene Peroxydase in die Lésung tibergehe. Bei einem solchen 
Verfahren blieb in der ausgedriickten Masse auch keine Spur von Zellsaft, 
folglich keine Spur freier Peroxydase. Das Entfernen des Zellsaftes 
hatte noch den Vorteil, daB auf solch eine Art und Weise erstens das 
Mittel entfernt wurde, das unbedingt EinfluB auf den Gang der Autolyse 
hatte, und zweitens konnte man den Gang der Autolyse in destilliertem 
Wasser oder in verschiedenen Lésungen verfolgen. Diese Methode 
nennen wir ,,Autolyse nach vorbereitender Autolyse**. Ein Protoplast 
besteht aus Kolloiden. Eine Reihe von Forschern haben gezeigt, 
daB verschiedene Salze, ebenso wie Siuren und Basen verschiedenen 
Einflu8 auf das Gerinnen und Quellen der Kolloide?) haben.  Fiir 
unsere Zwecke haben darum besonderes Interesse die Resultate der 
Forschungen iiber himolytische Wirkung der Salze. Wenn man die 


1) M. N. Fisher, Oedema. A Study of the Physiology and the Patho- 
logy of the Water Absorption by living Organism, 1910. 


10* 
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Erythrocyten irgend eines Tieres in Loésungen verschiedener Salze 
gleichen osmotischen Druckes legt, so tritt nach einiger Zeit das Hiimo- 
globin aus den Erythrocyten, aber nicht gleichzeitig in allen Lésungen. 
Die Erythrocyten lésen sich zuerst (am schnellsten) in Chlorkalium auf, 
dann in der Lésung von Chlor-Rubidium und Casium, schlieBlich in 
NaCl und Lithium chloratum. Folglich verstarkt sich die hamolytische 
Wirkung der Katione in der Reihe: Li, Na<c Cs << Rb< K. Eine eben- 
solche Reihe ist fiir die Anione festgesetzt: SO, < Cl< Br<C NO, <J. 
Da die Autolyse mit Hilfe von Fermenten vor sich geht, so muB man 
im Auge behalten, daB vieles auf den EinfluB der Salze, auf die Arbeit 
der Fermente hinweist!). Dabei erweist es sich, daB das Salz, welches 
die Arbeit eines Ferments in einem Objekt stimuliert, gar keinen EinfluB 
auf die Arbeit desselben Ferments in einem anderen Objekt hat. So 
bewies Fri. Gromoff*) eine stark stimulierende Wirkung von KNO, 
auf das proteolytische Ferment von Zymin. Zalessky konnte 
eine Wirkung desselben Salzes auf das proteolytische Ferment der 
Samen nicht feststellen. Levitzky*) bekriftigte die Aussagen von Gromof/ 
betreffs Zymin, fand aber, daB KNO, keinen Einfluf auf das proteo- 
lytische Ferment von Weizenkeimlingen ausiibt. Das Studium des 
Einflusses der Salze auf die Autolyse (Haimolyse, Cytolyse) ist noch 
von einem Standpunkt aus interessant, dem man bis jetzt keine Achtung 
geschenkt hat. Es ist bekannt, dafi manche Metalle und Metalloide 
Bestandteile verschiedener Teile des Protoplasts sind. Man kann ver- 
suchen, aus dem Bestand des Protoplasts das eine oder andere Metall 
oder Metalloid zu entfernen, indem man auf das Protoplast mit dem 
entsprechenden Salz einwirkt. Von diesem Standpunkt ausgehend, 
haben wir einige Versuche der Autolyse in Anwesenheit oxalsauren 
und zitronensauren Ammoniaks gemacht, um das Calcium aus dem 
Protoplast zu entfernen. Als Grund zu diesen Versuchen dienten 
uns alte Versuche tiber das Gerinnen des Blutes. Es ist bekannt, 
daB das Blut die Fahigkeit, zu gerinnen, nach dem Entfernen von Ca 
durch oxalsaures Ammonium verliert. AuBerdem haben die neuesten 
Forschungen von Delezenne und Fourneau*) eine erstaunliche Beweg- 
lichkeit von Ca-Verbindungen im tierischen Organismus gezeigt. Sie 
fanden, daf in einem Hiihnerei sehr wenig Calcium enthalten ist. Das 
fiir das werdende Kiichlein waihrend der Inkubationsperiode ndétige 
Calcium wird aus der Schale gewonnen, welche somit der Vorrat an 


1) F. Samuely, Handb. d. Biochem. 1, 528, 1908; Dernby, diese Zeitschr. 
81, 107, 1917. 

2) Grigorjew und Gromoff, Zeitschr. f. physiol. Chem. 42, 299, 1904. 

8) Palladin, Alexandroff, Iwanoff und Levitzky, Bull. d. Akad. d. 
Wissensch. 1912, S. 677. 

4) Delezenne et Fourneau, Ann. d. l'Institut Pasteur 82, 413, 1918. 
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Calcium fiir das zukiinftige Kiichlein ist. So befindet sich durch- 
schnittlich in 100g Stoff von Hiihnereiern (ohne Schale) 0,0624 ¢ 
Calciumoxyd, am 16. Tag der Bebriitung 0,1155¢ und am 2). Tag 
0.3400 g. 

Bevor wir zum Beschreiben der Versuche iibergehen, einige Worte 
iiber die Termini, wie Autolyse, Cytolyse, Himolyse. Wiahrend der 
Autolyse werden hauptsichlich die Produkte des Zerfalls der Vorrats- 
stoffe gebildet, aber zur selben Zeit zerfallt auch der Stoff der Proto- 
plaste. Darum ist der Begriff ,,Autolyse‘* ein mehr allgemeiner Begriff, 
dem die Cytolyse als Einzelfall untergeordnet ist. In unseren Versuchen 
hatten wir es mit diesem Einzelfall — dem Zerfall der Protoplaste 
d. h. der Cytolyse, zu tun. Man darf nicht vergessen, daB die Um- 
gebung oft verschieden die Autolyse der Vorratsstoffe und die Cytolyse 
beeinfluBt. So fanden Bradley und Taylor), da®B die Galle eine starke 
cytolytische und eine schwache autolytische Wirkung besitzt. 


Versuch 6. 

Griine und sich rétende Tomaten. Nach Entfernen des Innern mit 
den Samen wurden sie in einer Fleischhackmaschine zerkleinert, in einem 
Morser zerrieben, gut vermengt und in zwei Teile geteilt. 

I. Teil. Vorbereitende Autolyse in Wasser mit Chloroform im Laufe 
von 24 Stunden. Darauf wurde die Masse ausgedriickt, in Wasser durch- 
gewaschen, wieder ausgedriickt und in sechs Portionen zu je 9¢g geteilt. 
Cytolyse jeder Portion in 50cem Fliissigkeit mit Chloroform im Laufe 
von 10 Tagen. In den ausgedriickten und filtrierten Lésungen wurden 
folgende Quantititen der Peroxydase gefunden?): 


Il. Wasser .. Goo te se Se a 6S eee en eo ee 
2. n/10 Lésung NaCl Stee ae Og" Pe Neen eee ae ne te eS Thee 
3. n/10 se Mew ass te See tt ee, .. TR 
4. n/10 s von euslemmem, Aietiiial eu stie 2 aS Bie 
5. n/20 = ad = und n/20 ‘Léeung KJ . 1300 
6. Gesattigte SSeme von Taka-diastase mit Citronensiure(Spuren) . 325 


If. Teil. Vorbereitende Autolyse in gesiittigter Lésung von oxal 
saurem Ammonium mit Chloroform im Laufe von 24 Stunden. Darauf 
wird die Masse ausgedriickt, in Wasser durchgewaschen, wieder ausgedriickt 
und in vier Portionen zu je 9g geteilt. Die Cytolyse jeder Portion in 
50 cem Fliissigkeit mit Chloroform im Laufe von 11 Tagen. In den filtrierten 
und ausgedriickten Lésungen wurden folgende Quantitiaten der Peroxydase 
gefunden: 


1. Wasser... gaye) any Aboeaaiarmwrl why Aaaat) ods «> 1 
2. n/10 Loésung NaCl Bk: ie a i AE og Ge ee te a) GO 
3. n/10 « |) ae Se ege . 830 


4. Gesattigte Lésung von Taka- dinetene mit C itronensaure (Spurer nj). 100 


1) Bradley and Taylor, Journ. of biol. Chem. 29, 281, 1917. 
2) Die Quantitat der Peroxydase nach Cytolyse auf destilliertem 
Wasser wird in allen Versuchen = 100 gesetzt. 
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Die ausgedriickten, von den beiden Teilen des Versuchs gebliebenen 
Massen (gleiche Quantitaéten) wurden mit gleichen Mengen von Wasser 
losung von Guajakol und mit zehn Tropfen 3 proz. H,O, begossen. Aus der 
Intensitaét der erhaltenen Farbung konnte man schlieBen, daB im zweiten 
Teile bedeutend weniger gebundene Peroxydase geblieben war als im 
ersten. AuBerdem waren die Intensitaéten der erhaltenen Fiarbungen 
fast negativ im Vergleich zu den Intensitaten der Farbungen der mit 
Guajakharz erhaltenen Lésungen. 

Versuch 7. 

Rote Tomaten. Jede Tomate wird in vier Teile zerschnitten, die 
Samen werden nicht entfernt. Es wurden vier Portionen zu je 80g ge- 
nommen, so, da auf jede Portion ein Viertel von jeder Tomate kam. 
Drei Portionen wurden mit dem entsprechenden Salz zerrieben, nach der 
ungefahren Berechnung, da®B alle Lésungen normal seien. “Zu der vierten 
Portion wurde nichts hinzugefiigt. Nach siebentigiger Autolyse wurden 
folgende Quantitaten der Peroxydase gefunden: 

DR NORE: cee le. poets paste ine. ts, 4+ 2D 
eS Sa ae er ee ere 
POT 6 dee, Sy eee oe anh yee a ah gp oy. ee 
4, Oxalsaures Ammonium ....... . . 166 

Folglich hielten die starken Lésungen von NaCl, NH,Cl die Auto- 
lyse auf?). 

1, Die Quantitat der Peroxydase auf die Lésung KNO, wurde = 100 
gesetzt. 

2. Oxalsaures Ammonium liste sich nicht ganz auf. 


Versuch 8. 


Grune ‘lomaten, ohne die innere Masse, werden zerrieben, ausgedriickt. 
Nach vorbereitender zweitigiger Autolyse wurde die Masse wieder aus- 
gedriickt. Es wurden zwei Portionen zu 7,5 g mit 50 ccm Fliissigkeit ge- 
nommen. Nach fiinftigiger Cytolyse wurden folgende Quantitaéten der 
Peroxydase gefunden: 


Le ie SR. he WK ROD 
2. n-Lésung Saccharose .......... 36 


Folglich wird die Bildung der freien Peroxydase in normaler Saccharose- 
losung stark gehemmt. 


Versuch 9. 


Etiolierte Bohnenblatter. Fiinf Portionen zu je 4g. Jede Portion 
mit 50 cem Fliissigkeit verrieben. Vier Portionen wurden einer zweitigigen 
Autolyse unterworfen; darauf die Lésungen filtriert. Die Loésungen waren 
mehr oder weniger schwarz. Nach zehnmaligem Verdiinnen mit Wasser 
wurde der Gehalt der Peroxydase in ihnen festgestellt. 


PUR erg” See eon ache es ot eS Ae 
2.710 Tweane NaCl. oe. . 420 


3. n/10 pi von oxalsaurem Ammonium . 1700 
4. n/I te ere? ys... ke ee 


1) Die stimulierende Wirkung einer gesittigten Lésung von oxal- 
saurem Ammonium ist aber sehr unbedeutend. 
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5. Die Blatter der fiinften Portion wurden mit 50 cem Wasser ver 
rieben und die Lésung sofort filtriert, die darin enthaltene Peroxydase 
= 200. , 

Nachdem die Lésung mit Chloroform 24 Stunden gestanden hatte. 
wurde sie schwarz und die Quantitiit der Peroxydase darin geringer 170 
Frisch ausgedriickter Saft rief Blauwerden von Guajakharz hervor ohne 
Hinzufiigen von H,O,. Die Verringerung der Quantitiat der Peroxydase 
im Saft der fiinften Portion nach zweitagigem Stehen wird durch den 
Verbrauch fiir das Oxydieren der Chromogene erklart. In der ersten Portion 
nach zweitigiger Autolyse wurde die Quantitit der Peroxydase noch 
geringer, weil withrend der Autolyse der Blatter die Quantitat der Chromo 
gene gréBer wurde. Darum, um sie zu oxydieren, entstand ein energischer 
Verbrauch der Peroxydase. Die Autolyse in Gegenwart von Saccharose, wie 
Palladin gezeigt, hemmt die Bildung der Chromogene. Darum war in der 
Saccharoseportion mehr Peroxydase enthalten als in der Wasserportion. 
Dezinormale Lésung von Chlornatrium und besonders von oxalsaurem 
Ammonium foérderte stark die Cytolyse der Protoplaste und das Auf- 
speichern freier Peroxydase. 

Versuch 10. 

Etiolierte Bohnenstengel ohne Spitzen. Die ausgedriickte Masse wurde 
nach 24stiindiger vorbereitender Autolyse der Cytolyse in verschiedenen 
Lésungen unterworfen. Nach 17 Tagen wurden folgende Quantitaten der 
Peroxydase gefunden: 


Se ee tee NTE PS 2 eS eee ea 0') 
2: GAG Ree Teme ee Oe, eae 
3. n/10 Le eee ee ee aR eee Cee See 
4. n/10 .; von oxalsaurem Ammonium. . . 8500 
5. n/10 ic ;» zitronensaurem Ammonium . 8500 


Folghich wirkt oxalsaures Ammonium ebenso wie zitronensaures Am- 
monium. 

Versuch 11. 

Wurzeln der Petersilie (21. November) zerrieben und ausgedriickt, 
die ausgedriickte Masse in drei Teile geteilt zu je 100g. Zu jeder Portion 
wurden 100 ccm Fliissigkeit hinzugefiigt, nach 14 Tagen wurden in den 
Fliissigkeiten folgende Quantitiiten der Peroxydase gefunden: 


Wetted 7). wy ede es |. ED 
2. n/10 Lésung von oxalsaurem Ammonium .. . 0 


Folglich hat wahrend der Cytolyse der Wurzeln der Petersilie das 
oxalsaure Ammonium die Quantitit der Peroxydase in der Lésung 
nicht nur nicht vergréBert, sondern sogar ihre Bildung gehemmt. [in 
zweiter Versuch mit Petersilie hatte dieselben Resultate. 


Versuch 12. 


Wurzeln der Mohrriibe (18. Dezember) wurden zerrieben, die ge- 
wonnene Masse in drei Portionen zu 130g geteilt und zu jeder Portion 

1) Peroxydase in geringer Quantitaét war auch in der Wasserportion 
enthalten, aber in zehnmal verdiinnter Lésung konnte sie nicht nach- 
gewiesen werden. 
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130 g Fliissigkeit hinzugefiigt. Nach 13 Tagen waren in den Fliissigkeiten 
folgende Quantitiiten der Peroxydase gefunden worden: 

PO ee ee ae ee eh 

2. n/l1 Lésung von Saccharose ....... 78 

3. n/5 ,, » oOxalsaurem Ammonium. . 550 


Versuch 13. 


Saft griiner ‘lomaten in zwei Portionen geteilt. In einer Portion 
Pulver van oxalsaurem Ammonium in der zum Erhalten der n/10 Lésung 
notigen Quantitiét hinzugefiigt. Darauf wurden beide Safte einer sofortigen 
Analyse unterworfen, folgende Quantitaten der Peroxydase wurden gefunden: 


Rite SSR VIC A yeas Zee 
2. Saft mit oxalsaurem Ammonium .. 80 


Folglich stimuliert oxalsaures Ammoniak die Oxydationsfihigkeit 
der Peroxydase nicht, sondern hemmt sie sogar. Darum kann das sehr 
starke VergroBern des Oxydationsvermégens nach der Autolyse mit oxal- 
saurem Ammoniak oder zitronensaurem Ammeoniak nur durch die ver- 
stirkte Abspaltung der Peroxydase von den Protoplasten erklirt werden 
infolge des Entfernens von Ca aus ihnen. 


Versuch 14. 


Saft aus den Wurzeln der Mohrriibe (18. Dezember) wurde in vier Por- 
tionen geteilt. Eine (Kontroll-) Portion wurde der Analyse sofort unter- 
worfen, zu den anderen wurde Chloroform hinzugefiigt und auBerdem 
zur dritten Portion KCl-Pulver und zur vierten oxalsaures Ammoniak 
in zum Erhalten einer n/10 Lésung geniigender Quantitat. Nach 13 Tagen 
wurden drei Portionen der Analyse unterworfen. 


ENE AAI, TREO REY SE SANS ON ORE ANT 

ir > Statoil SN ER ey NRE Cn OeanmNCN 

fc 9 oy So Ge Sasi Pape emer erer | 

. Saft + oxalsaures Ammoniak ....... ; . Spuren 

. Saft der vierten Portion durch Citronensaéure angesiiuert 95 

3. Saft der zweiten Portion nach dem Hinzufiigen von oxal- 
ehurem ‘Amintiiek 23. 8 kd eh tae os 160 


Wenn man die Resultate der letzten Versuche mit den Resultaten 
der Autolysen in Anwesenheit von oxalsaurem Ammonium vergleicht, 
so sieht man, da oxalsaures Ammonium zweierlei Wirkung ausiibt: 
1, férdert die Abspaltung der freien Peroxydase von den Protoplasten, 
2. hemmt die Oxydationsarbeit der Peroxydase. Von dem bei der ge- 
gebenen Pflanze bei der Autolyse in seiner Gegenwart dominierenden 
Prozesse hiingt bald das Steigen, bald das Fallen der Oxydationsenergie ab. 


1) Folglich besitzt der Saft, der mehrere Tage mit Chloroform gestanden 
hat, eine gréBere Oxydationskraft als frischer Saft. Dieses Faktum erklaren 
Woods, Aso, Jamada und Jodlbauer und Bach ebenfalls durch die Bildung 
der Peroxydase aus dem Zymogen, Lubimenko durch das Abtéten der 
Antioxydase durch Chloroform. Méglich ist noch eine dritte Erklirung: 
wahrend der Autolyse bleibt der Saft — die Quantitat von Protoplasma 
— unveranderlich, blo® das Medium wird fiir die Oxydationsprozesse 
giinstiger. Diese Frage bedarf einer weiteren Bearbeitung. 
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Versuch 15. 


Am 21. April wurden bei einem Aufenthalt in Simferopol junge Stenge! 
mit Blattern von Aquilegia vulgaris genommen, in der Fleisechhackmaschine 
zerkleinert, ausgedriickt. Die gewonnene Masse im Laufe von 5 Stunden 
mit Chloroformwasser autolysiert und dann wieder ausgedriickt und in 
sieben Portionen zu je 12g geteilt. Jede Portion wurde 6 Tage lang in 
entsprechender Lésung autolysiert. In den filtrierten Fliissigkeiten wurden 
folgende Quantitaéten der Peroxydase gefunden: 


Wasser te 
n/16 Losung KCl. 
n/8 9s 

n/4 

n/2 

n/1 

2n- 


Versuch 16. 


Saft griiner Tomaten wurde in zwei Portionen geteilt. Zu einer Portion 
wurde oxalsaures Ammonium (Pulver) in zum Bekommen einer n/10 Lésung 
geniigender Quantitat hinzugefiigt. Beide Safte wurden sofortiger Analyse 
unterworfen. Folgende Quantitéten von Peroxydasen wurden gefunden: 


Ge oe. ese eee 6. rege 
2. Saft + oxalsaures Ammonium ....... 8&0 


Versuch 17. 


Saft aus den Wurzeln der Mohrriibe (18. Dezember) wurde in vier Por- 
tionen geteilt. Eine (Kontroll-) Portion wurde sofortiger Analyse unter- 
worfen, zu den anderen Chloroform und auBerdem zur dritten Portion 
KCl-Pulver und zur vierten oxalsaures Ammonium in zum Bekommen 
einer n/10 Lésung geniigender Quantitat hinzugefiigt. Nach 13 ‘l'agen 
wurden drei Portionen der Analyse unterworfen. 

Quantitat d. 
Peroxydase 
Oia ee ere Serer tera ry 
PME Iees ce tote eee. te 2 ee Ci el ne 
SEE ETM cides He Tis cl en a ele De lw Us on eee oto ee 
Saft + oxalsaures Ammonium .......... . . Spuren 
Saft der vierten Portion nach dem Ansauern durch 
ON ORR ere ae 
Saft der zweiten Portion, nachdem oxalsaures Ammonium 
penne Wer... De } eer ee ee 


95 


Wenn man die Resultate der beiden letzten Versuche mit den Re- 
sultaten der Autolysen in Gegenwart von oxalsaurem Ammonium ver 
gleicht, so sieht man, da’ oxalsaures Ammonium zweierlei Wirkung hat: 
1. es fordert das Abspalten der freien Peroxydase von den Protoplasten, 
2. es halt die Oxydationsarbeit der Peroxydase auf. In Abhiangigkeit 
davon, welcher ProzeB bei der betreffenden Pflanze wihrend der Autolyse 
in seiner Gegenwart vorherrscht, erhalten wir das Steigen oder Fallen der 
Oxvdationsenergie. 
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Versuch 18. 


Am 18. Marz genommenes Fleisch des Kiirbis (ohne Hiille und Samen) 
wurde in der Fleischhackmaschine zerkleinert, abgepreBt, die erhaltene 
Masse einer fiinfstiindigen Autolyse unterworfen, wieder abgepreBt, in 
sechs Portionen zu je 35g geteilt. Jede Portion wurde mit 100 cem 
von Chloroform gesittigter Fliissigkeit begossen und einer siebentagigen 
Autolyse unterworfen. In den filtrierten Fliissigkeiten wurden folgende 
Quantitaten der Peroxydase gefunden: 


EM, Fr ete ag ol ng SE ee 
re ee See. hse Re eS : . Ie 
3. n/2 Pe Fr eow ig aiky gf Sts ee ale ee 
. n/l oe PO ED Ce ae eee . 184 
». 2n- re pe etineet th pe 5 . 218 


b.. BIO 25, von oxalsaurem Ammonium . 218 


Versuch 19. 


Am 21. April (in Simferopol) wurden: junge Stengel mit Blattern der 
Aquilegia vulgaris genommen, in der Fleischhackmaschine zerkleinert, 
abgepreBt, die erhaltene Masse in Chloroformwasser waihrend 5 Stunden 
autolysiert, wieder abgepreBt und in sieben Portionen zu je 12g geteilt. 
Jede Portion wurde wahrend 6 Tagen in entsprechender Lésung autolysiert; 
In den filtrierten Fliissigkeiten wurden folgende Quantitiiten der Per- 
oxydase gefunden: 


AI ess aie) 6 eid -e piarcands “s 0 
. n/10 Lésung KCl. . . .. . 100 


. n/8 - en Res 
. n/4 - ee ke. 5) eee 
. n/2 BP pene a ere ee 
. n/l “ eee hele oe Oe 
. 2n- hs ie eels ate cat ci eS 


Die beiden letzten Versuche zeigen, daB8 beim Verstirken der Konzen- 
tration der Lésung von KCl von n/16 bis 2n die Quantitaét der von den 
Protoplasten abgespaltenen Peroxydase wihrend der Autolyse in diesen 
Lésungen steigt. 

Auf Grund der in diesem Kapitel beschriebenen Versuche folgt: 

1. Wahrend der Autolyse der Pflanzen spaltet sich von den Proto- 
plasten die mit ihnen verbundene Peroxydase ab. 

2. In Gegenwart von Salzen ist das Abspalten bedeutend ener- 
gischer. 

3. Verschiedene Salze wirken verschieden. Die autolytische 
Wirkung steigt allmahlich in der Reihe: NH,C1< NaCl< KNO,< KJ 
< zitronensaures Ammoniak, oxalsaures Ammoniak. 

4. Oxalsaures (und zitronensaures) Ammoniak bewirkt nicht bei 
allen Pflanzen ein starkes Abspalten der Peroxydase wiahrend der 
Autolyse. Nur bei wenigen Pflanzen fordert das Entfernen von Ca 
das Abspalten der Peroxydase. 
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5. Die Konzentration der Salze hat bedeutenden FinfluB auf das 
Abspalten der Peroxydase wahrend der Autolyse. 

6. Takadiastase (enthalt ein proteolytisches Ferment) férdert das 
Abspalten der Peroxydase wihrend der Autolyse. 

7. Wahrend der Autolyse an chromogenreichen Pflanzen (etio- 
lierte Bohnenblitter) vermindert sich die Quantitat der Peroxy- 
dase, da sie fiir die Oxydation der Chromogene gebraucht wird. 

8. Eine Normallésung von Saccharose hilt das Abspalten der 
Peroxydase wihrend der Autolyse auf. Bei chromogenreichen Pflanzen 
halt eine Normallésung von Saccharose die Bildung der Chromogene 
wihrend der Autolyse auf und schiitzt dadurch die Peroxydase vor 
der Oxydation der Chromogene. 

Alle beschriebenen Versuche fiihren zu dem SchluB, daB wir fiir 
die Fermente die Seitenkettentheorie von Hhrlich annehmen miissen. 
Diese Seitenketten sind Bindeglieder zwischen der Zelle und der Auben- 
welt und heiBen nach Ehrlich Rezeptoren. Fermente sind solche Rezep- 
toren. Fermente entstehen ebenso wie die anderen Rezeptoren in den 
Protoplasten, kénnen in den Zellsaft ausgeschieden werden und wahr- 
scheinlich aus dem Zellsaft entfernt werden und in Verbindung mit 
den Protoplasten treten. 

Die Existenz der mit den Protoplasten verbundenen Fermente 
diente als Grund der Theorie von der fermentativen Wirkung des 
Protoplasmas. Diese Theorie muB aufgegeben werden 

Die Lehre von den Profermenten mu auch durchgesehen werden. 
Schon Duclaux hat gezeigt, daB alle Tatsachen, auf Grund deren die 
Lehre von den Profermenten entstanden ist, anders erklirt werden 
k6nnen. 

Auf Grund der ausgefiihrten Versuche sind einige Vermutungen 
entstanden, welche durch weitere Untersuchungen gelést werden miissen. 
Fermente sind Kolloide und miiBten darum nicht durch die Zellmembran 
durchdringen. Wie sorgfiltig die Pflanzen vor der Autolyse auch 
zerrieben werden, so werden doch die meisten Zellhiute nicht zerrissen. 
Darum miiBte aus solehen Zellen die Peroxydase nicht heraustreten 
Aber wir sehen, daB nach der weiteren Autolyse von Pflanzen, die 
vorher autolysiert und abgepreft wurden, im neuen Filtrat viel Per- 
oxydase enthalten ist. Dieser Umstand kann verschieden erklart 
werden. Erstens ist es méglich, daB die Peroxydase durch die Poren, 
welche der Verbindung des Protoplasmas einer Zelle mit dem Proto- 
plasma einer anderen dienen, durchdringt. Zweitens, ob nicht bei der 
Autolyse in Salzlésungen die Salze das unmittelbare Durchdringen 
der Kolloide durch die Haute férdern. Endlich ist eine dritte Méglich- 
keit nicht ausgeschlossen: in einigen Fallen férdern die Salze nicht 


nur das Abspalten der Peroxydase, sondern vergr6éBern auch ihre 
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Oxydationsfahigkeit, indem sie das Medium veraindern. Obwohl dieser 
letzte Umstand von uns beachtet worden ist, so ist er doch nicht ge- 
niigend untersucht worden. Ebenso haben wir einstweilen die Frage 
offen gelassen, ob eine Antioxydase existiert, oder ob die Versuche 
von Lubimenko anders erklirt werden kénnen. 


Ill. Ober die Peroxydase in Holzfasern. 

Im ersten Teil wurde darauf hingewiesen, dal verholzte, kuti- 
kularisierte Hiillen die Reaktion auf die Peroxydase geben. Zu einer 
genaueren Erforschung dieser Frage sind von uns folgende Versuche 
ausgefiihrt worden. 


Versuch 20. 


Am 3. Marz wurden Hobelspine von einem feuchten Buchenscheit 
genommen; fiinf Portionen zu je 16g wurden 7 Tage lang in 100 cem 
von verschiedenen Fliissigkeiten (zur ersten bis vierten Portion wurde 


Chloroform hinzugefiigt) autolysiert. 
Quantitat d. 
Peroxydase 


. Wasser... Bots deedy sath: of 

2. n/10 Losung von oxalssurem Ammonium oe ee ee 

3. In Wasser gekocht. .. . c «se ROR 
. In n/10 Lésungen von oxaleaurem ‘Axamonium gekocht 0) 


MEET as sr, Fe AS: ED i ere Sot 


Der Methylalkoho! wurde dann abfiltriert und die Spine noch 2 Tage 
in Chloroformwasser autolysiert. Es wurde keine Peroxydase gefunden. 
Methylspiritus hat wahrscheinlich irgend einen Stimulator der Peroxydase 
extrahiert. 

Die zweite Portion, nachdem sie durch Citronensiiure angesiéuert 
wurde, 75. 

Die zweite und vierte Portion wurden fiir 2 Tage in den Dialysator 
gestellt. Folgende Quantitaten von Peroxydase wurden gefunden: 


eee Fertiom.... . .« . <:ei> - » 48 
ee er 


Versuch 21. 


Zwei Portionen von buchenen Hobelspinen zu 16g; sechstagige 
Autolyse: 
1. n/l10 Loésung. . . cets oe te 
2. 0,5proz. Lésung von s Citronensure . ar ae 


Versuch 22. 


In der Apotheke wurden Holzfasern gekauft: Lignum Quassiae, Lagnum 
Sassafras, Lignum Guajact. 

Nach fiinftagiger Autolyse in Chloroformwasser wurde keine Per- 
oxydase gefunden. 





Peroxydase. 


Aus den in diesem Teil beschriebenen Versuchen folgt: 

1. In Holzfaser ist Peroxydase enthalten. 

2. Auf Grund der friiheren Untersuchungen von Palladin ist fiir 
die Arbeit der Peroxydase die Anwesenheit eines besonderen Stimu- 
lators oder Koferments unbedingt nétig. 


Diese Arbeit sollte vor der Arbeit von W. Palladin und H. Popoj/, 
die in dem 128. Band dieser Zeitschrift erschien, gedruckt werden (wo 
ein Hinweis auf diese Arbeit steht); aber das durch die Post an die Redak- 
tion dieser Zeitschrift abgeschickte Manuskript ist damals nicht an seinen 
Bestimmungsort gelangt. 
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Stabilititskoeffizient der Blutstruktur. 


Von 
Géza y. Gerloezy und Franz Faludi. 


(Aus der IT. int. Universititsklinik Budapest. ) 


(Eingegangen am 28. Oktober 1922. ) 


Wie bekannt, findet man eine gewisse Analogie zwischen dem Ver- 
halten kolloidaler und Blutkérperchen-Suspensionen ; beide, werden auf 
Wirkung neutraler Salze, mancher konzentrierten Saure, Schwermetall- 
salze usw. ausgeflockt. Im allgemeinen kann man sagen, daB die meisten 
Gesetze, welche die Kolloidstabilitat bezeichnen, auch fiir Blutkérper- 
chensuspensionen giiltig sind (Herzfeld und Klinger). 

Die Ausflockung, in welcher sich die Stabilititsverminderung 
auBert, wird von Senkung der ausgeflockten Teilchen gefolgt. Sowohl 
die Kontrolle der Flockungsintensitdt als die Beobachtung der Senkungs- 
phase kénnen unter gewissen Umstinden als Mai der Stabilitat 
dienen. Der ersteren wird beim Studium der Kolloidstabilitét Vorzug 
gegeben; bei letzterer wird man dagegen die Sedimentierungsphase 
demonstrativer finden. 

Die Beobachtung der Blutkérperchensenkungsgeschwindigkeit gibt 
ziemlich ausreichenden Aufschlu{ iiber die Stabilitit der Plasmablut- 
kérperchenmischung. Es besteht namlich ein weitgehender Parallelis- 
mus zwischen Sedimentierungsgeschwindigkeit und Agglutinationsgrad 
der roten Blutkérperchen (Starlinger u. a.). 

Spezifisches Gewicht, Viskositat, Oberflachenspannung, elektrische 
Ladung usw. — Regulatoren der Kolloidstabilitat — bestimmen auch 
die Stabilitiit der Blutkérperchensuspensionen. Von den Einfliissen dieser 
hald beférdernden, bald hemmenden Bedingungen auf die Blutstabilitat ist 
eine gewisse, fiir gleichen Zustand giiltige Gesetzmifigkeit zu erwarten. 

Um diese Gesetzmifigkeit zn erforschen, schien es giinstig, von 
jenen Berechnungen Stokes’ auszugehen, welche sich auf die Senkungs- 
geschwindigkeit der Regentropfen beziehen. 

Laut seinen Berechnungen: 


29 9 
9n 


v (sec!) = 
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Er hat seine Formel folgendermafen abgeleitet: 

Eine gewisse Kugel vom Radius r leidet wahrend der Senkung in 
der Luft bei maBSiger Geschwindigkeit einen Widerstand (/), welcher mit 
der Geschwindigkeit (v) und der Luftviskositaét (7)) proportional ist. 


f= 6arnv. 


Ist die absolute Dichte der Kugel d, so wird ihr spezifisches Gewicht dg, 
und das Gewicht: 
4r3n 
a>; dq. 
Der Widerstand wichst bei einer und derselben Kugel mit der Senkungs- 
geschwindigkeit und Viskositat, infolgedessen wird sie auch bei bestiindiger 


4r* : 
Kraft ( a ig) keine beschleunigte Senkung erfahren, da der Wider- 


stand stets von der bewegenden Kraft in Abrechnung gezogen werden 
muB. — Die Form: 
p=ma 
wird also 
p—f=ma. 


Da der Wert des Widerstandes bei unverandertem r und 4 nur von 
der Geschwindigkeit abhangt, wird die Differenz p — f mit steigender 
Geschwindigkeit standig abnehmen, bis schlieBlich p — f = 0, d. h. die 
Bewegung wird gleichmaBig. 

Bei einer gleichmaBigen Geschwindigkeit 


q=f, 
d. h 
— dg = 6ravy. 
Daraus folgt, daB 
ron ) 9 un 
2 dg 


Diese Berechnungen sind natiirlich auch bei in Fliissigkeiten sinkenden 
Korpern anwendbar mit der Einschriinkung, daB8 bei solechen auch der 
Gewichtsverlust des in die Fliissigkeit gesunkenen Kérpers mit zu berechnen 
ist. D. h.: 

4rin 4r3n 
“‘aiitel Weadittid 
wo D die Dichte des sinkenden K6rpers und d die der Fliissigkeit bedeutet. 

Die Stokesschen Berechnungen kénnen auch fiir kolloidale Lésungen 
giiltig gemacht werden, falls der Radius der Teilchen 100 uu iiberwiegt. 
Auf diese Weise kann auch die TeilchengréBe bestimmt werden: 


r= | 9 vn ; 
~ ~ 2 (D—d)g 


Mit gewissen Modifikationen wird die Formel auch auf Blut- 
kérperchensuspensionen anwendbar. 





rae maene  ae ¥ra 
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4 4rn y 
Wird an Stelle von — = das Erythrocytenvolumen genommen!), so 


muB auch der Umstand in Betracht gezogen werden, daB sich die Quer- 
schnitte immerfort andern, je nachdem, ob die roten Blutkérperchen 
mit der Kante oder der Fliche sinken. Beim Sinken mit der Kante ist 
der Querschnitt etwa 15u*, beim Sinken mit der Fliche dagegen etwa 
43”. Der Wert 6r 2 also andert sich; er hangt von der Form der Ober- 
flache und dem Querschnitt ab. Wird dieser variable Wert mit ¢ be- 
zeichnet. so wird 
4rn 


3 (D—d)g=cnv. 


; 4x 
c wird aus dem Blute bestimmbar, wenn das dem “e entsprechende 


Blutkérperchenvolumen, die Blutkérperchendichte (D), die relative 
Plasmaviskositat (7), Plasmadichte (d) und Blutkérperchensenkungs- 
geschwindigkeit (v sec—') festgestellt sind. 

Werden vom Citratblute (8 Tle. Blut + 2 Tle. 5 proz. Natr. citr.) — 
dessen Dichte, die Dichte und Viskositit des Citratplasmas, das pro- 
zentuale Verhialtnis de: roten Blutkérperchen und die Senkungs- 
geschwindigkeit derselben bestimmt, so wird. 


9. 10-8 .981 (D — d) 
C= ine Sag ———, 

wo 9. 10-8 dasin Kubikzentimetern ausgedriickte Volumen eines Citrat- 
blutkérperchens bedeutet. 

So ist 

8829 . 10-8 (D — d) 
C= = : 

In den Versuchen wurde die Dichte mit Sprengel-Ostwaldschem Pykno- 
meter, das Blutkérperchenvolumen mit Képpe-Hedinschem Hiamatokrit, 
die Viskositaét mit Beck-Hirschschem Viskosimeter bestimmt. Die Er- 
gebnisse gelten fiir 37°C. Die Blutkérperchendichte wurde entsprechend 
ihrem Volumen aus der Dichte des Gesamtblutes und Plasmas mittels 
Berechnung bestimmt. 

Da die Formel allein bei gleichmaBiger Senkung anwendbar 
ist, haben wir die Blutkérperchensenkungsgeschwindigkeit als gleich- 
maBig betrachtet, wenn der wihrend einer halben Stunde in 5’- Inter- 
vallen kontrollierte Senkungsweg durch mehrere aufeinander folgende 
Bestimmungen gleich gefunden wurde. Die derart festgestellte Sen- 
kungsgeschwindigkeit wurde auf 1cm und 1 Sekunde umgerechnet. 
Behufs der Senkungskontrolle haben wir das Citratblut in diinne Pipetten 
aufgesogen und durch Verschlu8 der oberen Offnung festgehalten. 


1) Von der geringeren Anzahl anderer korpuskulirer Elemente wird 
man ohne gréBere Fehler absehen kénnen. 
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Die Beiunde beziehen sich auf 10 volle Blutanalysen. Bei der 
Auswahl des Untersuchungsmaterials wurde darauf geachtet, daB dic 
einzelnen Blutproben verschiedene Stabilitét haben, woriber die 
parallel ausgefiithrte Dardnyische Serumkolloidlabilitatsreaktion, die 
Gerléczysche Plasmalabilitatsreaktion und der Index der Blutkérperchen- 
senkung ausreichende Auskunft gab. 


Tabelle I. 





Cc 


~ 


Diagnose vem sec! (D—d gm 


0,48 
0,20 
0,05 
0.05 
0.08 
0,08 
0,02 
0,02 
0.01 
0.01 


|. 8 ae 10. 10~° 0,090 
Anaemia 92 17.10~° 0,068 
Endometritischron. 2 . 72.10—° 0,060 
Inf. ap. pulm. 2 . . . 76. 10~° 0,066 
Inf. ap. pulm. 9 . . . 16.10~° 0,083 
Aneurysmaa.? .. . 20.1075 0,101 
Menstruatio 9... . 23 . 10-> 0,084 
Os. ves. fe. 9.. 23.10—5 0,079 
Nephroscler P. co. . . 27.10~> 0,040 
Lymphadenitis the. o . 27.10-° 0,047 


eu a on a 
Seuoucoocoacn 


ee 
or 


~1 
—) 


Aus der Tabelle wird vor allem ersichtlich, dali im c-Wert die Sedi- 
mentierungsgeschwindigkeit dominiert. Wire die Kanten- oder Flachen- 
senkung von entscheidendem Einflu8, so kénnten die c- Werte héchstens 
im Verhiltnis etwa von 15 uw? :43 uw? Verschiebungen erfahren. Die in der 
Tabelle aufgewiesene Verhaltniszah] 1:48 iiberwiegt vielfach jene 


Querschnittsdifferenzen, welche durch Kanten- oder Flichensenkung 
verursacht werden kénnen. Diese bedeutende Differenz kann durch den 
stérenden Faktor der Forminderung auch nicht erklirt werden. 

Der Querschnitt verringert sich zweifellos proportional der Senkungs- 
geschwindigkeit. 

Die Erklirung dieses merkwiirdigen Umstandes ware unserer 
Meinung nach anstatt der minder bedeutenden Kanten- oder Flachen- 
senkungsdifferenzen in dem — auch physiologisch eintretenden — Zu- 
sammenballen der Erythrocyten zu suchen. Durch Sympexis wird der 
K6rperchenquerschnitt gewiB mehr oder weniger — je nach dem Grade 
der Geldrollenbildung — verkleinert. Wiahrend in normalem Blute erst 
nach langerer Zeit eine Blutkérperchensympexis wahrgenommen werden 
kann, wird sie in einem Blute labiler Struktur in wenigen Minuten 
zustande kommen. 

Als Ursache der beschleunigten Erythrocytensenkungsgesch windig- 
keit wurde schon von den ersten Erforschern des Phanomens (Fahraeus. 
Plaut, Hober, Cinzenmeier usw.) auch die bei solchen Citratbluten 
starker ausgesprochene ,,Hdmagglutination’’ angenommen; jedoch die 
wiederholt geiuBerte Auffassung, daB das durch die Agglutination ver- 
gréBerte Aggregat durch Gewichtsvermehrung die Senkungsbeschleuni- 
gung herbeifiihre, kann auf Grund der Forme! nicht fiir richtig gehalten 
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werden. Sollten die schnell sedimentierenden Blutkérperchen durch 
Kolloidadsorption auch ein gewisses Plus erfahren, so wird es die Sen- 
kungsgeschwindigkeit doch nur in Relation mit der Viskusitdt und mit 
dem Querschnitte beeinflussen kénnen. Dies ist um so wahrscheinlicher. 
da mit der Adsorption grobdisperser EiweiBkérper auch die Neigung 
zur Agglutination zunimmt. 

Die Berechnungen unterstiitzen also jene Hypothese der Blut- 
korperchensenkungsbeschleunigung, welche die Himagglutination fiir 
das auslésende Moment der Beschleunigung halt, und zwar auf Grund 
der eingetretenen Querschnittsverringerung. 

Da die Blutkérperchen bei der labilen Blutstruktur bald ver- 
kleben, ist bei einer Beobachtung der Sedimentierung wihrend einer 
halben Stunde der tiberwiegende Teil der iiberhaupt zu erreichenden 
maximalen Senkung bereits abgelaufen. Die Sympexis der normalen 
roten Blutkérperchen erfolgt dagegen erst nach lingerer Zeit — auch 
dann nur in geringerem Grade. Dies macht es ohne weiteres verstindlich, 
warum die Blutkérperchensenkung in normalem Citratblute anfangs 
langsam ist, spdter dagegen schneller wird. 


Tabelle II. 





Senkung in den . 
Gesamt- 


Diagnose | ersten zweiten dritten vierten ee 
30M on. 30 Min. 30 Min. 30 Min. innen 2 Std . 


mm mm mm mm mm 


5 4 
5 


Normal o 


J 


Wado ty 1 1 

oo 2 2 
Tabes dors. o .. : 4 6 11 

4 

8 


Emphysema pulm. o. 22 1 8 
Polyarthritisrheumat, 2 60 2 

Aus den Berechnungen erfolgen also einfache und annehmbare 
Aufklirungen einiger sonst kaum leicht verstiindlicher Prozesse der 
differenten Blutkérperchensedimentierungsgeschwindigkeiten. Auch die 
Stabilisierung des nach laingerem Intervalle wieder aufgeschiittelten 
und auf die Sedimentierungsprobe wiederholt eingestellten Citratblutes 
wire mit Hilfe der Agglutinations- bzw. Querschnitttheorie leichter 
erklarlich. Es ist namlich schon aus der Physiologie lange bekannt, daB 
die Erythrocytensympexis nach Ablauf laingerer Zeit sich wieder aufloést 
und nicht neuerlich erfolgt. 

Werden die gewaschenen roten Blutkérperchen statt in eigenen 
Citratplasmen in reinen Salzlésungen suspendiert, so wird eine erhebliche 
Verlangsamung der Senkungsgeschwindigkeit eintreten (Oecttingen, 
Starlinger u.a.). Diese Stabilisierung ist um so interessanter, da die 
spezifischen Gewichte der isotonischen Salzlésungen hinter den Plasma- 
spezifischen Gewichten bleiben, und ihre Viskositat ungefiahr gleich 1 ist. 
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Die Wirkung der Salzlésungen ist auch darin zu suchen, daB durch div 
gehinderte Blutagglutination (ausfiihrliche Versuche siehe bei Runn- 
strém) der Blutkérperchenquerschnitt gréPer bleibt. 

Als praktisch niitzlich soll erwihnt werden, daB der weitgehende 
Parallelismus, welcher zwischen den e¢-Werten und Erythrocyten- 
senkungsgeschwindigkeiten besteht, uns erméglicht, mit der Senkungs- 
kontrolle eine empirische Reihe der c-Werte zusammenzustellen. Werden 
die Plasmaviskositit oder Blutkérperchendichte anstatt den lang- 
wierigen Messungen einfach aus der Formel berechnet, mit auf empiri- 
schem Wege bestimmtem c-Wert, so betriigt der Fehler nicht mehr als 
ungefihr 6 bis 8°. 

Die Berechnung erfolgt folgendermafen: 

cv » 

8829 . 10-8 
8829 . 10-8 (D —d) 
” stew wl 


D 


cv 
In der folgenden Tabelle sind manche berechnete bzw. gefundene 
Werte von 9 und PD vergleichend zusammengestellt. 


Tabelle III. 





D 


berechnet gefunden berechnet gefunden 


1,124 1,126 
1,101 1,106 
1,098 1,100 
1,086 1,078 
1,090 1,096 


pet peed pet feed 
Core Sores 
ae i ee a) 


Zwischen den berechneten und gefundenen Werten zeigt sich eine iiber- 
raschend geringe Abweichung. 

Wenn die Formel aus dem Sichtpunkte der klinischen Anwendbar- 
keit gepriift wird, wird vor allem offenkundig, da die Messungen, 
welche sich auf Plasma- oder Blutviskositat, ,,Globulinvermehrung*’, 
Blutagglutination, Plasma-spezifisches-Gewicht, Blutkérperchen-spezi- 
fisches-Gewicht, Senkungsgeschwindigkeit beziehen, erst dann als 
genauer Ausdruck der Blutstabilitat verwertet werden kénnen, wenn ihre 
einzelnen Komponenten nicht gesondert, sondern die zwischen ihnen 
bestehende Relation geforscht wird. Das Studium der Blutstabilitat, 
bzw. das Streben, die Blutstabilitét genau ausdriicken zu kénnen, hat 
seine klinische Bedeutung analog mit den verschiedenen Kolloid- 
labilitatsproben, Oberflaichenspannungsbestimmungen, Erythrocyten- 
senkungsproben usw. Der Labilititsgrad wird noch am anniherndsten 
mit der Senkungsprobe bestimmt. 
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Das verschiedene Senkungsvermégen der roten Blutkérperchen 
war auch im Mittelalter schon bekannt, wurde aber erst seit den Unter- 
suchungen von Fahraeus wieder in den Mittelpunkt des Interesses gestellt 
und mit Anwendung moderner kolloidchemischer Gesetze in vielen 
Beziehungen auch erklart. Der Parallelismus der Senkungsgeschwindig- 
keit mit der Plasmakolloidstabilitaét wurde von einem von uns und von 
Oettingen gefunden. 

Wie sich der Mechanismus des komplizierten intermediidren Stoff- 
wechsels vollzieht, ist kaum nachzufolgen, und so ist man iiber die 
Ursache der Blutstrukturanderungen noch absolut nicht im klaren. 
Entziindliche und degenerative Krankheiten verschiedenster Natur, 
sowie selbst der physiologische ProzeB der Graviditit gehen ebenfalls 
mit Blutlabilitaét einher. So mu8B der diagnostische Wert gering ge- 
schitzt werden. Westergren hat als erster die Erfahrung gemacht, daf 
bei Lungentuberkulose Progredienz der Krankheit die Senkungs- 
geschwindigkeit beschleunigt, Besserung hingegen dieselbe verlang- 
samt. Auf Grund seiner Untersuchungen wird die Probe bei Frisch und 
Starlinger, DreyfuB und Hecht als Index auf den benignen oder 
malignen Charakter, d.h. auf die Aktivitdt der Krankheit benutzt. — 
Auf diesem Gebiete, d. h. in der Kontrolle des Krankheitsverlaufs kann 
uns die systematische Bestimmung der Blutstabilitait wertvolle Dienste 
leisten. Um diese zu erforschen, wird unter gewissen Umstiinden die 
Berechnung des Blutstabilitatskoeffizienten — als eine genaue Definition 
des Stabilitdtsgrades — erforderlich. 

Als kurze Zusammenfassung kénnen wir sagen, dab: 

1. Aus der Dichtedifferenz des Plasmas und der Blutkérperchen, aus 
der Plasmaviskositdt und aus dem Mittelwert der Blutkorperchen- 
senkungsgeschwindigkeit durch Berechnung eine Zahl erhdltlich ist, die als 
Stabilitdtskoeffizient (c) der physikochemischen Blutstruktur ein mit der 
Blutkorperchensympexis paralleles System bildet. 

2. Die Bestimmung dieses Koeffizienten eignet sich zur genauen 
Definition der Blutkérperchenstabilitdét und wird praktisch bei der Kon- 
trolle des Krankheitsverlaufs anwendbar. 
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Uber ein Phinomen bei der Agglutination von Typhusbazillen 
in salzarmem Medium, 


Von 
H. Nishiguehi aus Osaka. 


(Aus dem Institut zur Erforschung der Infektionskrankheiten in Bern.) 
(Eingegangen am 28. Oktober 1922. 


Seit den Untersuchungen von Bordet (1899), die seitdem durch 
zahlreiche Autoren bestitigt und weiter ausgebaut worden sind, wissen 
wir, da8 zur sinnfalligen Agglutination von Bakterien durch das zu- 
gehérige Agglutinin die Anwesenheit von Kochsalz oder eines anderen 
Elektrolyten notwendig ist. Die Bindung des Agglutinins an die 
Bakterien findet zwar auch in destilliertem Wasser statt, die Aus- 
flockung aber erfolgt nur bei Gegenwart des Elektrolyten. 

Bei Untersuchungen an gereinigten Immunsera, tiber die noch 
besonders berichtet werden soll, begegnete ich nun einem auffilligen 
Verhalten in der Agglutination von Typhusbazillen, das ich bisher nicht 
beschrieben gefunden habe und das mir daher mitteilenswert erscheint. 
Es handelt sich dabei um das Auftreten einer Hemmungszone, wenn als 
Verdiinnungsfliissigkeit nicht NaCl-Lésung, sondern destilliertes Wasser 
benutzt wird. An sich sind Hemmungszonen bei Agglutinations- 
versuchen eine alltigliche und bekannte Erscheinung; diese bekannten 
Hemmungen treten aber am Beginn der Reihe, bei den stirksten Serum- 
konzentrationen auf, wihrend die hier zu beschreibende innerhalb der 
Reihe eine Liicke, gleichsam eine Zisur bildet. 

Ich benutzte bei meinen Versuchen ein Typhusimmunserum vom 
Pferd, das, bei Ansetzung des Agglutinationsversuchs in der ublichen 
Weise, also mit 0,85 proz. NaCl-Lésung als Verdiinnungsmittel, den 
von mir verwendeten Typhusbazillenstamm bis zur Verdiinnung 
1: 20000 bis 50000 agglutinierte; die Agglutination zeigte keinerlei 
Abweichung vom normalen Typus, sie nahm regelmaBig mit der 
Serumkonzentration ab, und nur ausnahmsweise war sie in der Ver- 
dinnung 1:10 etwas schwicher als bei 1:20. Ganz anders ist das Bild, 
wenn NaCl-Lésung vermieden und zur Herstellung der Serumver- 
diinnungen Aqua destillata benutzt wird. Aus Tabelle [ ist der Agglu- 
tinationsverlauf in NaCl-Lésung und in Aqua destillata ersichtlich. 
us zeigt sich dabei, daB die Ausflockung der Bakterien in Aqua destillata 
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keineswegs vollig ausbleibt. Sie ist in dem angefiihrten Beispiel sogar 
nach 24stiindiger Kinwirkungsdauer fast ebenso kriftig wie die Agglu- 
tination in NaCl-Lésung und findet wie die letztere erst bei der Serum- 
verdiinnung 1:50000 ihre Grenze. Das, was sie aber auf den ersten 
Blick von einer normalen Agglutination unterscheidet, ist die Tatsache, 
daB& sich die Agglutinationsreithe aus zwei vollstindig getrennten Ab- 
schnitien zusammensetzt. Die Agglutination verliuft von der Serum- 
verdiinnung 1:10 bis 1:100 in regelmaBigem Abfall, um bei 1:200 und 
1:500 vollig zu verschwinden. Bei der Verdiinnung 1:1000 setzt dann 
erneut eine kraftige Agglutination ein, die wiederum allmihlich in ihrer 
Starke, entsprechend der fortschreitenden Serumverdiinnung, abnimmt, 
aber bis zur Verdiinnung 1:50000 noch nachweisbar ist. 


Tabelle I. 
Typhusserum (Pferd), Agglutination von Typhusbazillen. 





Nach 2 Stunden | Nach 24 Stunden 
Verdiinnungs- el 
fliissigkeit Aqua dest. | 0,85proz. NaCl | Aqua dest. 0,85 proz. NaCl 
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Der Agglutinationstypus in Aqua destillata ist weiterhin dadurch 
ausgezeichnet, daB die Agglutination stets feinflockig verliuft. Auch 
die stairkeren Konzentrationen unterscheiden sich in dieser Hinsicht 
deutlich von den entsprechenden Kontrollréhrchen in NaCl-Lésung. 

Das eben geschilderte Phiinomen hat sich bei zahlreichen Wieder- 
holungen durchweg in gleicher Weise reproduzieren lassen. Freilich 
war die Agglutination in Aqua destillata nur in einigen Fillen so kraftig 
wie bei dem in Tabelle I wiedergegebenen Versuch. In der Regel blieb 
die Agglutination gegeniiber der Reaktion in Kochsalzlésung nach 
Starke der Wirkung erheblich zuriick. Aber auch da, wo die Agglu- 
tination nur schwach war, wurde der charakteristische Verlauf der 
Reihe beobachtet. Ein Beispiel dieser Art sei ebenfalls wiedergegeben 
(Tabelle IT). 


1) Feinflockig. 
2) Grobflockig. 
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Tabelle 11. 
Typhusserum (Pferd). 





Nach 2 Stunden Nach 24 Stunden 
Verdunnungs- te nn ; 
fliissigk eit Aqua dest. 0,85 proz. NaCl Aqua dest. 0,85 proz. NaCl 
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Bemerkenswerterweise kommt es mitunter vor, dah auch die zweite 
Phase der Agglutination zu Beginn die gleiche Hemmung zeigt, wie man 
sie unter gewohnlichen Verhiltnissen bei Verwendung starker Serum- 
konzentrationen zu erhalten pflegt und wie sie z. B. in Tabelle II bei 
der Serumverdiinnung 1:10 in NaCl-Lésung zutage tritt. In einigen 
spateren Versuchen li®Bt sich diese Erscheinung ohne weiteres beob- 
achten, indem die nach der Liicke neu einsetzende Agglutination in der 
ersten Verdiinnung (1:500 bzw. 1:1000) noch nicht so stark ist wie in 
der folgenden (vgl. Tabelle III und IV). 

Um die Erscheinung genauer zu analysieren, habe ich weiterhin 
Parallelversuche angestellt in der Weise, daB zur Aufschwemmung der 
Typhusbazillen und zur Verdiinnung des Serums NaCl-Lésungen von 
verschiedenem Kochsalzgehalt verwendet wurden. Zu diesem Zwecke 
habe ich nebeneinander zwélf Agglutinationsreihen angesetzt. In 
der ersten wurde als Verdiinnungs- bzw. Aufschwemmungsfliissigkeit 
physiologische Kochsalzlésung (0,85 °%) verwendet, in der letzten Reihe 
Aqua destillata, dazwischen Lésungen mit einem Kochsalzgehalt fallend 
von 0,5 bis 0,0005 %. 

Ich verzichte auf eine Wiedergabe der Protokolle. Das Ergebnis 
war bei Wiederholung des Versuchs das gleiche. Es zeigte sich, dal 
schon bei einer Verminderung des NaCl-Gehalts auf 0,05 und 0,025 %, 
die Agglutinationskurve in der kritischen Zone (1:100 und 1:200) eine 
Kinsenkung aufweist, und von 0,01 % an trat immer die charakteristische 
Liicke auf, wie in Aqua destillata, und zwar an der gleichen Stelle. 

Auch die Wahl eines anderen Elektrolyten lieB prinzipiell das gleiche 
Verhalten erkennen. Ich habe in der eben beschriebenen Versuchs- 
anordnung in einzelnen Fallen die Kochsalzlésungen durch Lésungen 
von Natriumhyposulfit in verschiedener Konzentration ersetzt und 
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ebenfalls das Phinomen der zweiteiligen Kurven erhalten. Die Liicke 
trat in diesem Falle ungefihr an der gleichen Stelle auf, wie in der Koch- 
salzreihe (0,01 %). 

Die bisherigen Versuche zeigen also, daS bei der Herabsetzung 
des Elektrolytgehalts der Suspensionsfliissigkeit von einer gewissen 
Grenze ab die Agglutinationskurve eine Unterbrechung erfaihrt, und 
daB dieses Phinomen selbst dann auftritt, wenn als Verdiinnungs- 
fliissigkeit Aqua destillata dient. Vd6llig ausgeschaltet sind ja auch in 
dem letzteren Falle die Salze nicht, da sowohl das Serum als auch die 
Bakterien Salze enthalten. 

Ich benutzte deshalb fiir die folgenden Versuche Bakterien und 
Sera, die durch Dialyse von NaCl befreit und noch auf andere Weise 
gereinigt waren. In der ersten Versuchsreihe wurden folgende Proben 
gepriift : 

a) Eine Portion des bisher angewendeten agglutinierenden Typhus- 
serums wurde gegen destilliertes Wasser dialysiert, bis mit Hilfe von 
Silbernitrat keine Spur von Chlor mehr im Dialysat nachweisbar war 
(,,dialysiertes Serum‘). 

b) Im AnschluB an die Methode von Gibson werden 50 ccm des 
Immunserums mit 50 ccm gesittigter Ammoniumsulfatlésung gefallt, 
der Niederschlag nach 2 Stunden abfiltriert und in steriler Aqua 
destillata aufgenommen, dann dialysiert (,,dialysiertes Prdzipitat‘'). 

c) Zur Kontrolle diente das unbehandelte Immunserum (,,Oriqinal- 
serum’), 

Alle Verdiinnungen wurden mit Aqua destillata angesetzt, auBerdem 
noch eine weitere Kontrollreihe mit dem Originalserum und 0,85 proz. 
NaCl-Lésung. 

Die Bakterienaufschwemmung wurde teils in gewéhnlicher Weise 
hergestellt, indem der Rasen einer 24stiindigen Agarkultur in Aqua 
destillata aufgeschwemmt (je 2 ccm auf eine Agarkultur) und eine halbe 
Stunde bei 60° erhitzt wurde, teils erfolgte die Aufschwemmung erst 
nach Beseitigung der Salze. Zu diesem letzteren Zweck wurde eine 
Aufschwemmung von abgetéteten Typhusbakterien in steriler Aqua 
destillata der Dialyse unterworfen, genau wie das oben unter a) an- 
gefiihrte Serum (,,dialysierte Bakterien“). In der Kontrollreihe mit dem 
Originalserum und NaCl-Lésung wurde auch fiir die Abschwemmung 
des Bakterienrasens NaCl-Lésung benutzt. 

Das Ergebnis ist aus Tabelle III ersichtlich. Bei vélliger Abwesenheit 
von Elektrolyten war die Ausflockung fast ganz aufgehoben, das dia- 
lysierte Serum agglutinierte dialysierte Bakterien selbst nach 24 Stunden 
in den Verdiinnungen 1:10 und 1:20 nur schwach, und in der Verdiinnung 
1:50 trat lediglich noch eine unvollstandige Agglutination ein. Ebenso 
schwach wirksam erwies sich das dialysierte Prdzipitat, und zwar in 
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Tabelle III. 
Agglutination. 
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gleicher Weise mit dialysierten und nicht dialysierten Bakterien. Nicht 
wesentlich starker war die Ausflockung dialysierter Bakterien durch 
das nicht dialysierte Originalserum (1:100). In den hédheren Ver- 
diinnungen tritt in keiner der Reihen von neuem Agglutination auf. 
Kinzig und allein bei Verwendung von unbehandeltem Originalserum 
und nicht dialysierten Bakterien in destilliertem Wasser ist wieder 
das in Rede stehende Phanomen, nimlich die Liicke in der Agglutinations- 
kurve zu beobachten. Die Ausflockung hért auch in diesem Falle an 
derselben Stelle auf, wie in den iibrigen Reihen, setzt aber nach zwei 
Verdiinnungsstufen wieder ein, um weiterhin allmahlich abnehmend 
schlieBlich dieselbe Grenze zu erreichen wie in der Kontrollreihe mit 
NaCl-Lésung. Die Agglutination ist dabei zwar schwach, der charak- 
teristische Verlauf aber deutlich. 

Das gleiche Bild zeigt eine weitere Versuchsreihe, in der neben dem 
Originalserum ein nach der Methode von Banzhaf gereinigtes und 
konzentriertes Serum zur Verwendung gelangte, wobei durch frak- 
tionierte Fiallung mit Ammoniumsulfat die Pseudoglobuline isoliert 
wurden; das Ammoniumsulfat wurde dann durch Dialvse entfernt. 
Mit jedem der beiden Sera wurde eine Agglutinationsreihe mit 0,85 proz. 
NaCl-Lésung als Verdiinnungsfliissigkeit angesetzt, ferner eine Reihe 
mit destilliertem Wasser und eine letzte mit destilliertem Wasser und 
durch Dialyse von Elektrolyten befreiten Bakterien. Das Ergebnis war 
wieder prinzipiell dasselbe (Tabelle [V). Das gereinigte Serum, das 
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noch in der Verdiinnung 1:1000000 Typhusbazillen ausflockt, agglu- 
tiniert dialysierte Bakterien in Aqua destillata unvollkommen bis 1:20, 
und auch nicht dialysierte Bakterien werden kaum besser beeinfluBt. 
Die Liicke in der Agglutination tritt nur bei der Verwendung nicht dia- 
lysierten Serums und nicht dialysierter Bakterien in destilliertem Wasser 
als Verdiinnungsfliissigkeit auf. 


Tabelle IV. 
Agglutination in salzarmem und salzfreiem Medium (Typhusbazillen). 





= a Gereinigtes und dialysiertes Serum 
Originalserum (Banzhafs Methode) 
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SchlieBlich habe ich in einer Reihe weiterer Versuche mit Original - 
serum und gereinigtem Serum, mit lebenden und abgetéteten Typhus- 
bazillen die Bindungsverhdltnisse des Agglutinins untersucht. Es geniigt, 
einen der Versuche zu besprechen, da das Ergebnis in allen grundsatzlich 
das gleiche war (vgl. Tabelle V). 

Es wurden von dem Originalserum mit lebenden Typhusbazillen 
zwei Agglutinationsreihen angesetzt, die eine mit destilliertem Wasser, 
die andere — lediglich zur Kontrolle — mit 0,85 proz. NaCl-Lésung als 
Verdiinnungsmittel. Es trat nun das bekannte Bild auf, namlich starke 
und regelmaBige Agglutination in der NaCl-Reihe, schwichere und 
bei den Serumverdiinnungen 1:100 und 200 unterbrochene in der Reihe 
mit destilliertem Wasser. Nach 24 Stunden wurden aus simtlichen 
Réhrchen der Wasserreihe die Bakterien scharf auszentrifugiert, der 
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Tabelle V. 
Typhusserum (Originalserum) und Typhusbakterien (lebend, unbehandelt). 
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AbguB fiir weitere Priifung verwendet und von dem Sediment der Rest 
der Fliissigkeit zunachst vorsichtig mit FlieBpapier abgesaugt, dann das 
Sediment mit destilliertem Wasser gewaschen. Nun wurden einerseits dic 
abzentrifugierten und gewaschenen Bakterien in 0,85 proz. NaCl-Lésung 
aufgeschwemmt, andererseits zum AbguB neuerdings Typhusbazillen 
in NaCl-Lésung hinzugefiigt. 

Es zeigte sich, daB in bekannter Weise, obwohl die Ausflockung 
unterblieben war, eine Bindung des Agglutinins an die Bakterien erfolgt 
war. Nach Aufschwemmung der Bakterien in NaCl-Lésung trat die 
Ausflockung ein, genau in der gleichen Art und Starke, wie in der von 
vornherein mit NaCl angesetzten Reihe, die beiden Reihen stimmen 
fast voéllig miteinander iiberein. DemgemaS enthielt die von den 
Bakterien abgegossene Flissigkeit keine Agglutinine mehr. Neu ein- 
gebrachte Typhusbazillen (in NaCl-Lésung aufgeschwemmt) wurden 
in den ersten drei Verdiinnungsstufen noch schwach agglutiniert, in 
den weiteren Verdiinnungen blieb jede Agglutination aus. Das Agglutinin 
war also ganz an die Bakterien gebunden worden und nur in den 
starksten Serumkonzentrationen (1:10 bis 1:50) hatten die Bakterien 
nicht die ganze zur Verfiigung stehende Agglutininmenge erschépft. 

Die Erklarung dieses Phinomens der unterbrochenen Agglutinations- 
reihe st6Bt auf Schwierigkeiten. Da® der Gehalt an NaCl oder anderen 
Elektrolyten fiir das Zustandekommen dieser Erscheinung von Be- 
deutung ist, kann nicht bezweifelt werden. Aus den Versuchen mit 
allmihlich abnehmender Konzentration des Elektrolyten geht das ohne 
weiteres hervor. Damit ist jedoch noch nicht viel erklart. Denn innerhalb 
der cinzelnen Versuchsreihe ist ja die Menge des Elektrolyten bis auf 
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die geringen, aus dem Serum stammenden Mengen, die wohl in den 
spateren Verdiinnungen vernachlassigt werden kénnen. in allen Rohrchen 
die gleiche. Das gilt auch fiir den extremen Fall, daB zur Herstellung 
der Serumverdiinnungen und zur Aufschwemmung der Bakterien 
ausschlieBlich Aqua destillata verwendet worden ist; die Elektrolyt- 
menge besteht hier in den Spuren, die in den Bakterien enthalten sind, 
und in den etwa von dem Niahrboden mit tibertragenen Salzmengen 
(Soda). DaB diese fiir die Ausflockung nicht belanglos sind, ist klar und 
seit langem bekannt [vgl. Joos), Lange*) u. a.]. Warum reicht aber die 
vorhandene Menge des Elektrolyten in der ganzen Reihe aus, um die 
Ausflockung herbeizufiihren, und 148t nur bei gewissen Serumver- 
diinnungen, fast stets bei den Verdiinnungen 1:200 und 1:500, im Stich / 
Man koénnte daran denken, daB in den stirkeren Serumkonzentrationen 
der Gehalt des Serums an Elektrolyten noch zur Ausflockung der mit 
Agglutinin beladenen Bakterien geniigt, weiterhin aber nicht mehr; 
daB dann aber in den schwiicheren Serumkonzentrationen mit ihrem 
minimalen Serumgehalt eine Auslaugung der Bakterien stattfindet. 
ahnlich wie in destilliertem Wasser allein, und da® so die fiir die Aus- 
flockung nétigen Elektrolytmengen in die Flissigkeit gelangen; da- 
zwischen wiirde eine Gleichgewichtszone liegen, in der die Ausflockung 
unterbleibt. Die Tatsache, daB bei Verwendung dialysierter Bakterien 
die Ayglutination in den héheren Serumverdiinnungen nicht wieder 
auftritt, wire im Sinne dieser Erklirungsméglichkeit zu verwerten. 
Andererseits miiBte man bei dieser Deutung erwarten, daB durch die 
Verwendung gereinigten, dialysierten Serums und nicht dialysierter 
Bakterien in erhdhtem Mae die fiir eine starkere Ausflockung aus- 
reichende Elektrolytmenge aus den Bakterien ausgelaugt wiirde. Das 
ist aber nicht der Fall. Denn, wie bereits friiher erwahnt, laBt sich das 
Phainomen immer nur hervorrufen, wenn die Agglutination mit dem 
unveriinderten Originalserum und mit unbehandelten Bakterien in 
destilliertem Wasser angestellt wird. Man kénnte also héchstens noch 
vermuten, da8 mit der Reinigung des Serums und nachfolgender Dialyse 
vielleicht noch andere, fiir das Zustandekommen der unterbrochenen 
Agglutinationsreihe erforderliche Substanzen beseitigt werden (Ku- 
globulin, Albumin ¢). Wenn freilich die minimalen Elektrolytmengen. 
die den Bakterien anhaften und aus den Bakterien ausgelaugt werden, 
eine ausschlaggebende Rolle spielten, dann miiBte, bei Verwendung 
sehr schwacher NaCl-Lésungen als Verdiinnungsfliissigkeit, mit steigen- 
dem NaCl-Gehalt die Hemmungszone nach der Richtung der héheren 
Serumverdiinnungen verschoben werden, und auch das ist nicht der Fall. 


1) Zeitschr. f. Hyg. 86, 1901. 
2) Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 24, 1916. 
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Soweit eine Unterbrechung auftritt, stellt sie sich in solchen Parallel- 
reihen, wie erwahnt, iiberall bei derselben Serumverdiinnung ein. 

Es sind also offenbar noch andere Faktoren beteiligt. Fir die 
Hemmungszone am Beginn der Agglutinationsreihe liegen auch schon 
Beobachtungen vor, aus denen das hervorgeht. So hat z. B. Loewenthal') 
gezeigt, daB in menschlichen Ruhrsera die in den starkeren Serum- 
konzentrationen gehemmte Agglutination voll zur Wirkung gelangen 
kann, wenn das Serum inaktiviert wird, und Heuer?) hat mitgeteilt, 
daB die Hemmung wegfillt, wenn als Verdiinnungsmittel nicht NaCl- 
Lésung sondern normales Serum benutzt wird. Bei der Wirkung der 
Inaktivierung kénnte man vielleicht an Agglutinoide denken. DaB 
meine Beobachtung nicht auf Stérung durch Agglutinoide beruhen kann, 
geht zweifelsfrei aus der Tatsache hervor, daB bei Ubertragung der 
nicht agglutinierten Bakterien in NaCl-Lésung die Ausflockung in 
normaler Weise erfolgt. 

Der ganze Vorgang stellt, wenn ich den Ausdruck gebrauchen 
darf, das Negativ eines Versuchs zur Feststellung des isoelektrischen 
Punktes oder einer Siureagglutination dar. Hier tritt nur in einer 
bestimmten Zone Ausflockung auf, in meinen Versuchen bleibt sie in 
einer bestimmten Zone aus. 

Es mag auffallend sein, da die Erscheinung der Licke innerhalb 
der Agglutinationsreihe unter den von mir studierten Verhaltnissen 
bisher nicht beschrieben worden ist. Vielleicht liegt dies daran, daB bei 
Verwendung so hochwertiger Sera, namentlich fiir diagnostische Zwecke 
wohl in der Regel nur mit starkeren Verdiinnungen gearbeitet wird und 
man die Reihen nicht schon mit der Seramkonzentration von 1:10 zu 
beginnen pflegt. Hiatte ich mit der Verdiimnung 1:100 oder 1:200 
begonnen, so hitte ich von einer Liicke nichts wahrgenommen, und die 
Erscheinung hatte einfach als Hemmungszone am Beginn der Reihe 
imponiert und nichts Auffalliges geboten. Es wiire durch erneute 
Untersuchungen unter Benutzung starkster Serumkonzentrationen 
festzustellen, ob nicht vielleicht iiberhaupt die bekannte Hemmungs- 
zone am Beginn der Reihe in Wirklichkeit eine Liicke innerhalb der 


Reihe ist. 


1) Zeitschr. f. Hyg. 72, 1912. 
*) Ebendaselbst 95, 1922. 
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Uber Nitroreduktionen durch lebende Gewebe. 


Von 
N. Waterman und J. Kalff. 


(Antoni v. Leeuwenhoekhuis’ und organisch-chemisches Laboratorium der 
Universitat Amsterdam.) 


(Eingegangen am 1. November 1922.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


i: 

1. Diese Studien nahmen ihren Ausgangspunkt von der Frage, wie 
sich die Atmung von Tumorzellen in Vergleich mit jener von normalen 
Zellen verhalt. Dieser Gegenstand hat erhebliche Bedeutung, einmal 
wegen des Zusammenhanges zwischen Zellteilung und O,-Verbrauch, 
andererseits auch wegen der Auffassung, die in unseren vorigen Studien 
entwickelt wurde, wonach das Tumorproblem auch von physikalisch- 
chemischer Seite zu betrachten ist, und wobei deshalb auch (in An- 
lehnung an die Versuche Warburgs (1), die Relation von Oberfliche und 
O,-Verbrauch betreffend) besondere Verhiltnisse der Atmung zu 
erwarten sein diirften. 

Diesbeziigliche Untersuchungen wurden schon mehrfach in Angriff 
genommen, merkwiirdigerweise mit giinzlich verschiedenem Ergebnis, 
je nach der benutzten Methode. Wihrend Drew (2) mit der klassischen 
Ehrlichschen Methylenblaumethode, die auch wieder von Thunberg in 
ausgiebigster Weise fiir seine Atmungsstudien benutzt wurde, fand, dab 
Tumorgewebe bedeutend weniger O,-Zehrung hat wie normales Kontroll- 
gewebe, fiihrte die Benutzung der einwandfreien Barcroftschen (3) 
manometrischen Methode zu ganz anderen Ergebnissen. Zu gleicher 
Zeit zeigten Russel und Gye (4) sowie Dirken und Waterman (5), daB 
Tumorgewebe nicht nur reichlich Sauerstoff verbraucht, sondern daB 
gerade in vielen Fiillen die Zehrung noch bedeutender ist als bei be- 
stimmten normalen Organen und im allgemeinen auch linger nach der 
Herausnahme aus dem Ko6rper fortdauert. Russel und Gye benutzten 
die Barcroftsche Methode auch weiter zur Priifung mehrerer Fragen, 
z. B. zur Berechnung des respiratorischen Quotienten von Tumorgewebe. 

Wir werden das Barcroft-Haldanesche Prinzip als bekannt vor- 
aussetzen und nur anfiihren, daB die Methode einen derartigen Grad 
von Genauigkeit besitzt, daB ihre Resultate als einwandfrei betrachtet 
werden miissen. 
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Die Kontroverse mu8 denn auch sicher ihren Ausgangspunkt in 
der Verwendung der Methylenblaumethode finden. Es hat sich heraus- 
gestellt, daB diese Methode aus mehreren Griinden unzureichend ist!) 
und da8 die Entfarbung des Methylenblaus ein iiberaus komplizierter 
ProzeB ist, der jedenfalls als Indikator fiir Reduktionen im Tierkérper 
nicht zu verwenden ist. Es berithrt eigentiimlich, wenn man erwaigt, 
daB die grundlegende Ehrlichsche Monographie eben auf diesem Funda- 
mente geruht hat. 

Nun erfordert die Barcroft sche Methode immer doch eine besondere 
Apparatur, strenge Innehaltung einer konstanten Temperatur und 
mehrfache Schiittelungsbhestimmungen. Es ist daher_ selbstver- 
stiindlich, da noch leichter auszufiihrende Methoden mit Freunde an- 
genommen wiirden. Als solche wurde von Lipschitz (6) die Nitro- 
reduktion angegeben, die in gewissen Kreisen Anklang fand und benutzt 
wurde, ohne dab, wie es notwendig gewesen wiire, eine eingehende 
Nachpriifung stattgefunden hat. Lipschitz hat sein Vorgehen nicht nur 
zum qualitativen Nachweis, sondern auch zur quantitativen kolori- 
metrischen Bestimmung empfohlen, auch fiir wichtige Fragestellungen, 
so daB hier sicherlich erst einmal nach der Richtigkeit der eigentlicher 

irundlage gefragt werden mub. 

Lipschitz figt zu fein geschnittenen Gewebestiickchen in Wasser 
oder Ringerlésung ein wenig reines kristallisiertes farbloses m-Dinitro- 
benzol, stellt das Ganze in den Brutofen und beobachtet jetzt, wie die 
vorher klare farblose Fliissigkeit sich innerhalb weniger Stunden orange- 
gelb verfairbt. Die Gelbfairbung gehe der Sauerstoffzehrung parallel). 
Als fairbenden Kérper betrachtet Lipschitz das aus dem m-Dinitrobenzol 
durch Reduktion entstandene m-Nitrophenylhydroxylamin und wohl 
auf Grund vornehmlich der Reaktion mit Soda.(a) und der Methémo- 
globinbildung (b) aus Blutfarbstoff. Er gibt in einer vergleichenden 
Tabelle (S. 223, l.c.), noch mehrere andere Reaktionen an, die aber 
in spateren Publikationen nicht mehr erscheinen. 

Es muB nach Neubergs alteren Befunden (7) wohl die Méglichkeit 
oder Wahrscheinlichkeit einer derartigen Reduktion anerkannt werden, 
und es laBt sich auch die beschriebene Gelbfarbung leicht beobachten, 
ebenso die Fiahigkeit zur Methimoglobinbildung durch das _neu- 
erstandene Produkt und eine — bei wnserem ersten Praparat (von der 
Technischen Hochschule Delft) wenigstens — schwache Rotfai bung 
auf Zusatz von Alkali. 

Es reagieren in dieser Weise simtliche normalen Gewebe (Muskel, 
Niere, Leber), nur das eigentiimliche Verhalten des Tuwmorgewebes machte 
uns alsbald stutzig. Denn sehr frisch dem Kérper entnommene Tumor- 


1) Das gilt auch von den ebenfalls versuchten Tellurreduktionen. 
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gewebe, mit sehr wenigen nekrotischen Teilen, zeigen die Reaktion fast 
gar nicht, wenigstens wird die obenauf stehende Fliissigkeit kaum 
gelb gefirbt. Hbenso war die Rotfdirbung mit Soda selbst bei einer 
kraftigen Gelbfarbung von ‘Tumorstiickchen héchstens spurenhaft zu 
beobachten. 

Die obenauf stehende Flissigkeit ist opalweiBlich, die Stiickchen 
aber sind stellenweise mehr oder weniger gelb gefirbt. Offenbar haftet 
der entstandene gelbe Kérper fester den Stiickchen an als das mit dem 
normalen Gewebe der Fall ist. Lipschitz gibt an, daB auch bei normalen 
Geweben der gelbe Korper den Stiickchen zuerst anhafte, spiter aber 
sich ginzlich in der Flissigkeit lése. Dies ist aber nur teilweise der Fall, 
denn die normalen Organe sind einige Stunden nach der Belassung in 
der Nitrofliissigkeit ebenfalls schwach gelblich verfirbt und lassen sich 
auch durch wiederholte Waschungen nicht mehr gianzlich vom Farb- 
stoff befreien. 

Wir werden auf dieses verschiedene Verhalten noch zuriick- 
kommen miissen; es wurde aber der Anla8, tiefer kritisch auf die ganze 
Methode einzugehen. 

A priori kénnte man nichts anderes als viele Schwierigkeiten er- 
warten; es ist ein fast aussichtsloses Bemiihen in einem derart kompli- 
zierten Gemisch die verschiedenen Reduktionsstufen mehr als mit 
einiger Wahrscheinlichkeit fassen zu kénnen. 

2. A. Es wurde, wie es eigentlich selbstverstindlich der Fall 
sein sollte, zuerst versucht das fragliche Reduktionsprodukt, m-Nitro- 
phenylhydroxylamin, auf chemischem Wege wirklich rein darzu- 
stellen, die Kigenschaften dieses Kérpers zu untersuchen, und zu 
erforschen, wie es sich in Gegenwart von lebendigem Gewebe verhilt. 
Schon bei der Herstellung nach Brand (8) zeigten sich Unstimmig- 
keiten. Namentlich wurde die Rotfdrbung nach Alkalizusatz vermift, 
so daB angenommen wurde, daB man das reine Produkt noch immer 
nicht in Hiinden hatte. Der Schmelzpunkt stimmte aber sehr gut 
(118 bis 120° korr.); nach mehrfachem Umbkristallisieren kam man 
zum Schlu8, daB das reine Produkt jene Farbenreaktion gar nicht gibt, 
und daB die Reaktion wahrscheinlich Verunreinigungen (Thiophen- 
derivaten) zuzuschreiben ist. Inzwischen hat Brand (9) diese Tatsache 
anerkannt. Es ist dies um so miBlicher, weil diese Reaktion von Lip- 
schitz nicht nur nebenbei erwaihnt, sondern fortwaihrend herangezogen 
und sogar quantitativ verwertet wird. 

Es fiihrte dieses Ergebnis zu der Vermutung, da das als Ausgangs- 
punkt benutzte m-Dinitrobenzol nicht ganz rein gewesen ist. Der 
nachste Schritt hatte also darin zu bestehen, ein véllig reines Ausgangs- 
priparat herzustellen, und erst nach Lésung dieser Aufgabe konnte 
iiberhaupt an die Frage getreten werden. 
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Benzol wurde wmittels wiederholter Schwefelsiiurebehandlung 
thiophenfrei gemacht und erst nitriert, nachdem die Isatinreaktion 
negativ geworden war. Das alsdann bereitete Dinitroprodukt war 
farblos, mit einem Stich ins Gelbliche. Es wurde ebenfalls von lebendem 
Gewebe unter Gelbfirbung reduziert, wenn auch anscheinend etwas 
langsamer. Das entstandene gelbe Produkt gab keine Reaktion mit 
Alkali, bildete jedoch Methamoglobin. 

Ks erledigen sich eigentlich damit alle weiteren Untersuchungen, da 
doch die Unreinheit der Stoffe mit denen Lipschitz gearbeitet hat, jetzt 
feststeht. Es ergeben sich aber noch mehrere interessante Ergebnisse 
und Unstimmigkeiten. 

B. Es bestand nimlich die Absicht, anstatt der aus mehreren 
Griinden (s. weiter unten) unzureichenden kolorimetrischen Bestimmung, 
eine exakt-chemische Bestimmungsmethode auszuarbeiten. Als solche 
wurde als approximativ richtige Methode die Fallung mit ammo- 
niakalischer Silberlésung gewihlt. 

Das aus dem m-Dinitrobenzol durch Reduktion nach Brand be- 
reitete Hydroxylamin wird abgewogen, in wenig Alkohol gelést, und 
zu der vierfachen Menge Ag N O, [in NH,OH (0,90), wozu einige Tropfen 
HCl zugefiigt sind und die bis 70° erwiirmt ist] gegeben. Nach der 
Mischung entsteht ein grobflockiger grauer Niederschlag, der leicht ab- 
filtrierbar ist und, mit Ammoniak, Wasser, Alkohol ausgewaschen und 
getrocknet, mit stark ruBender Flamme verbrennt. Es entsteht metalli- 
sches Silber, das gegliiht und gewogen wird. 0,100 g Ausgangsprodukt 
entsprechen ungefahr 0,074 g Silber. Die FehlergréBe (3 Bestimmungen) 
betrigt mehr als 5%. 


Belege: I. abgewogene Menge . . . 0,2309 g, 
gefundenes Silber. . . . 0,1773 g, berechnet. . 0,1708 

II. abgewogene Menge . . . 0,2394 g, 
gefundenes Silber. . . . 0,1795g, berechnet. . 0,1771 

III. abgewogene Menge . . . 0,2362 g, 
gefundenes Silber. . . . 0,1715g, berechnet. . 0,1747 


Will man nun das in vitro unter Reduktion von lebenden Geweben 
entstahdene Nitrophenylhydroxylamin in dieser Weise quantitatis 
bestimmen, so entsteht zu grofer Uberraschung kein flockiger Silber- 
niederschlag. Man darf nicht annehmen, da® zu geringe Mengen des 
Stoffes anwesend sind, denn auch sehr verdiinnte synthetische Lésungen 
geben noch diese Reaktion. Das lehrt, daB wenigstens neben dem 
Hydroxylamin noch andere, nicht mit Silberoxyd reagierende Stoffe 
anwesend sind. Folgende Versuche weisen denn auch in diese Richtung. 

C. LaBt man eine verdiinnte alkoholische Lésung des m-Nitro- 
phenylhydroxylamins an der Luft stehen, so opalisiert diese bald, und 
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es setzt sich ein weiblicher Niederschlag ab. Dieser Proze geht unauf- 
haltsam bei Zimmertemperatur fort, bis die ganze gelbe Lésung um- 
gesetzt und farblos geworden ist. Der entstandene Stoff liBt sich leicht 
abfiltrieren und analysieren und mu8 als 3-3’-dinitroazoxybenzol 
angesehen werden, Schmelzpunkt: 146,59; Mischprobe: keine Anderung 
des Schmelzpunktes. 

Das Entstehen dieses Stoffes weist auf eine leichte Oxydierbarkeit des 
Hydroxylamins hin. 

Wahrscheinlich wird der ProzeB am besten wie folgt gedeutet : 
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Noch weitere Umsetzungen sind mdglich, sogar bis zu Dinitro- 
hydrazobenzol. 

Es ist auch méglich, da8 unter anderen Umstinden, z. B. bei etwas 
anderem Alkaligehalt, die Reduktion nicht bis zu der Azoxyverbindung, 
sondern nur zur Nitrosoverbindung fiihrt und da stehen bleibt. Jeden- 
falls ist es so weit klar, daB das gebildete Zwischenprodukt ein so un- 
stabiles Produkt ist, dafi es nicht angeht, daraus durch Kolorimetrie quanti- 
tativ auf eine mehr oder weniger stattgehabte Reduktion zu schlieBen, 
zumal, wie das Beispiel des Azoxyprodukts beweist, auch farblose 
Zwischenprodukte entstehen kénnen.  Bildet sich z. B. die Nitroso- 
verbindung oder die Azoxyverbindung unmittelbar bei einem schnellen 
Reduktionsvorgang, so bleibt die Reduktion dort stehen, und tritt das 
gelbe Produkt nicht mehr auf. 

Das alles kann auBer von stirkerer oder schwiicherer Reduktions- 
kraft, von mehreren Umstiinden abhiingen. Anderung im Alkaligehalt 
wurde schon erwihnt. Es gibt aber noch andere Umstiinde, vornehmlich 
Strukturunterschiede, die wichtige Anderungen zeitigen kénnen. 

Damit nihern wir uns dem zweiten Teil unserer Ausfiihrungen. 
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II. 

Das ganze Lipschitzsche Verfahren spielt sich in einem inhomo- 
genen Milieu ab; dazu kommt, da’ aus dem praktisch unldéslichen 
m-Dinitrobenzol das lésliche, aber sowohl stark kapillaraktive wie 
pharmakologisch wirksame Hydroxylaminderivat entsteht oder wenig- 
stens entstehen kann. Hier eréffnen sich zahllose Méglichkeiten zu 
Komplikationen. Der erzeugte Stoff kann vom Gewebe in mehr oder 
weniger starkem Umfange adsorbiert werden, er kann sich auch einfach 
in Zellbestandteile ldésen, und sowohl in absorbiertem als geléstem Zu- 
stande die weitere vitale Reduktion beeinflussen. Vor allem wird die 
Adsorption unter der Herrschaft der Struktur stehen. So erkliirt sich 
die von Lipschitz angegebene und leicht zu bestitigende Herabsetzung 
der Gelbfairbung durch kurze Verreibung des Gewebes mit Quarzsand 
nicht notwendig aus ,,Ausschwemmung des Atemkérpers* aus der Zelle, 
sondern viel besser durch Strukturiinderung, bzw. Oberflichenver- 
gréBerung des Materials. Dasselbe gilt fiir die Herabsetzung durch 
Zusatz von Narkoticis. 

Fiir eine echte Lésung in den Zellbestandteilen spricht die diffe- 
rentiale Gelbfairbung des Gewebes, die vor allem bei Tumorgewebe sehr 
ausgesprochen ist, obwohl sie auch beim normalen Gewebe sichtbar ist 
und gar nicht, weder mit Wasser, noch mit Alkoholather, ginzlich 
auswaschbar ist. Fettgewebe wird selbstverstindlich stark orangegelb 
angefirbt. Dieser Unterschied zwischen Tumoren und normalem Gewebe 
ist sehr interessant, es ist klar, daB auch in dieser Beziehung die physi- 
kalisch-chemische Differenz zwischen Tumor- und normalen Zellen her- 
vortritt ; aber es ist unter diesen Umstianden wohl ausgeschlossen, aus der 
Gelbfarbung der Fliissigkeit auf mehr oder weniger Reduktionskraft 
des Gewebes schlieBen zu wollen. 

Lipschitz hatte etappenmiig verfolgen miissen, was sukzessive aus 
dem m-Dinitrobenzol wird, unter Inbetrachtziehung der bestehenden 
chemischen Moéglichkeiten. 

Die sekundiren weiteren Verainderungen wurden schon vorher von 
uns angedeutet. 

Fiigt man dann reines m-Nitrophenylhydroxylamin zu normalem 
bzw. zu Tumor-Gewebe, so ergibt sich folgendes: 

1. Nach Hinzufiigung zu jeglicher Gewebeart zeigt sich in jedem Falle 
eine Verringerung der Gelbfdrbung. 

2. In sehr bedeutendem Umfange ist das bei Tumorgewehe der Fall, ja 
es kommt vor, dap die ganze Fliissigkeit entfarbt wird. 

Es bestehen hier zwei Méglichkeiten: erstens eine Adsorption an 
das Gewebe, wodurch von selbst die Gelbfarbung der auBeren Fliissigkeit 
herabgesetzt wird; zweitens aber die sehr wahrscheinliche Uberfiihrung 
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des K6rpers, sei es durch Reduktion oder Oxydation, oder Kombination 
beider, in farblose Produkte. 

Sehr instruktiv wird unseres Erachtens die physikalische Zustands- 
anderung des Milieus durch Bestimmung der Oberflichenspannung 
wiedergegeben. Wir geben hierzu einige Kurven. Man sieht, daB die 
Oberflichenspannung wihrend ungefaihr 3 Stunden zunimmt, aber nicht 
geradlinig, wie zu erwarten gewesen wire. Nach diesem Zeitpunkt bleibt 
die Spannung dieselbe oder erniedrigt sich etwas. obwohl nachgewiesener- 
maBen lebendes Gewebe noch nach 4 Stunden Sauerstoff verbrauchen 





























Abb. 2. 


kann. Das weist darauf hin, wie es auch zu erwarten war, dal neben 
dem Reduktionsproze8 ein Adsorptionsproze8 einhergeht, dem wiederum 
pharmakologische Einwirkungen folgen. Damit wird aber, um es zu 
wiederholen, ganz und gar jeder kolorimetrischen Bestimmung der Boden 
entzogen, wenn das Zwischenprodukt nicht entfernt wird. 

Die starke pharmakologische Wirksamkeit steht wohl fest; sowohl 
das synthetisch rein hergestellte Hydroxylaminderivat als das vom 
Gewebe produzierte sind fiir Maus und Kaninchen giftig. Merk- 
wirdigerweise nimmt auch der vom Gewebe produzierte Kérper mit der 
Zeit an Giftigkeit ab; weitere Umsetzungen desselben sind dafiir wohl 
verantwortlich zu machen. 

In diesem Sinne wird auch unseres Erachtens die von Lipshitz 
mitgeteilte Beobachtung verstindlich. Er will den Nachweis fiihren, 
da man lebendes Gewebe unter TotalausschluB von Sauerstoff dazu 
bringen kann, das Dinitrobenzol in gréBerem Umfange zu reduzieren. 
Durch Wasserstoffdurchperlung bewegungslos gemachte Spermatozoen 
erfahren durch Zugabe des Nitrokérpers eine kurzfristige Wiederkehr 
ihrer Bewegungen, um alsdann bald wieder gelihmt zu werden. Es 
handelt sich aber unseres Erachtens doch nicht so sehr um eine direkte 
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Aufhebung der H-Lihmung durch indirekte, infolge Freiwerdung 
von Sauerstoff aus der Nitroverbindung bewirkte Sauerstoffzufuhr, 
als um die Einwirkung eines narkotischen Stoffes, nimlich des ent- 
stehenden Hydroxylaminderivats, das in kleinen Dosen erregend, in 
groBen abtétend wirkt. 

In dieser Beziehung ist zu sagen, da die gesamten Annahmen von 
Lipschitz betreffs Vertretbarkeit der gewéhnlichen O-Zehrung durch 
indirekten O-Verbrauch aus der Nitroverbindung doch auf schwachen 
FiBen stehen. Wenn unter 0,-Durchleitung weniger Gelbfirbung der 
Flissigkeit auftritt, so ist doch sicher dabei zu bedenken, daB nach- 
gewiesenerweise der Hydroxylaminabkémmling von Sauerstoff wieder 
oxydiert werden kann und so zu einem ungiftigen Kérper wird. 

Zusammenfassend wire also folgendes zur Nitroreduktion durch 
lebendes Gewebe in vitro zu sagen: 

1. Die Reduktion, wobei das pharmakologisch interessante 
m-Nitrophenylhydroxylamin entsteht, ist weiterer Erforschung wert, 
zumal hiermit fiir die Eigenart von Tumorzellen mehrere wichtige Auf- 
schliisse gefunden werden kénnten. Dabei ist auch an die bis jetzt noch 
ungeklirte Verkniipfung von Nitrokérperwirkungen mit Krebsentstehung 
zu denken. 

2. Es gibt aber noch zu viel unaufgeklirte Umstinde, als daB man, 
wie es Lipschitz schon tat, an eine im Kolorimeter quantitativ bestimm- 
bare Atmungsleistung lebender Gewebe denken kénnte. Noch weniger 
reichen die bisherigen Ergebnisse zu einer Diskussion prinzipiell wichtiger 
Fragen aus, denn: 

3. Die von Lipschitz benutzten Farbenreaktionen sind nicht 
dem Reduktionsproze8, sondern beigemischten Thiophenderivaten 
zuzuschreiben. 

4. Das Hydroxylaminderivat ist ein physikalisch-chemisch sowie 
pharmakologisch derart wirksamer Koérper, da8 an ihm eine Arbeits- 
leistung seitens lebender Gewebe nur schwerlich gemessen werden 
kann. Es mii®ten fiir die Reduktionsleistung sowie fiir andere reihen- 
gemi® verlaufende biochemische Prozesse die verschiedenen Etappen 
festgelegt werden. 
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ber ein neues Reagenzglas. 


Von 
Julius Orient. 


{Aus dem toxikologischen Institut der Universitat Cluj (Klausenburg), 
Rumacien. | 


(Eingegangen am 3. November 1922. 
Mit 1 Abbildung im Text. 


An der in der Praxis wohl bewahrten Form des gewohnlichen 
Reagenzglases wurde bis jetzt wenig geindert. Seit der Verbreitung 
der Kapillar- und Mikroanalyse werden zum Nachweise sehr kleiner 
Mengen irgend einer Substanz auf mikrochemischem Wege Probier- 
rohren von minimaler GréBe verfertigt, ohne daB ihre Gestalt wechselte, 
aber ohne da sie ihrem Zwecke auch nur annaihernd entsprochen hiatten. 

Ich konstruierte ein Probierrohr, das besonders fiir 
oss oben erwihnte Zwecke sowie fiir andere weiter unten an- 
gefiihrte vorteilhaft verwendbar ist. Es sind Réhren von 
verschiedener, 5, 10, 20 cm usw. Linge, die flach gedriickt 
sind und deren Schmalseite 5 bis 6mm breit ist. Das 
offene Ende ist in 1 bis 2cm Hohe trichterartig erweitert 
und ist hier zylindrisch. Die Probierréhren sind entweder 
ganz aus durchsichtigem Glas oder an einer der flachen 
Seiten aus Milchglas oder auch aus dunklem Glas. 

Die Vorteile dieser Probierréhren gegeniiber den bisher 
gebrauchten sind folgende: 

1. Man kommt mit weniger Substanz zur Untersuchung 
aus und braucht weniger Reagenzien; die sichtbare Ober- 
fliche ist dagegen gréBer und natiirlicher. 

2. Die Lichtbrechung ist viel vorteilhafter als bei den 
linsenartig wirkenden zylindrischen Probierréhren. 

3. Ein Hintergrund aus Milchglas erlaubt bei Farbreaktionen 
bessere Beobachtung; der Hintergrund aus dunklem Glas erméglicht 
die Wahrnehmung von Opaleszenz leichter als die zylindrischen Probier- 
rohren. 

4. Besonders niitzlich sind sie fiir bakteriologische Untersuchungen, 
da der Nahrboden und die eingeimpften Bakterien unmittelbar beob- 
achtet werden kénnen, bei horizontaler Lage sogar unterm Mikroskop, 
ohne daB wie bei Petri-Schalen ein Offnen erforderlich ist. 

5. Bei Himolyseuntersuchungen. 
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Uber die chemischen Bestandteile griiner Pflanzen. 


XXIII. Mitteilung’). 


Kritisches iiber das Vorkommen der Apfelsiure in den Pflanzen. 
Von 
Hartwig Franzen und Ernst Keyssner. 


(Aus dem chemischen Institut der Technischen Hochschule zu Karlsruhe.) 


(Eingegangen am 7. November 1922.) 


Vor einiger Zeit hat der eine von uns gemeinsam mit Lmmi Stern*) 
das Vorkommen reichlicher Mengen Milchsiiure in den Blattern der 
Himbeere nachgewiesen ; bei dieser Gelegenheit wurde auch die Literatur 
iiber das Vorkommen des Kérpers in den Pflanzen einer kritischen 
Durchsicht unterzogen, wobei es sich zeigte, daB von den 14 Pflanzen, 
in denen diese Siure enthalten sein soll, 11 zuniaichst von der Liste der 
Milchsiure fiihrenden gestrichen werden miissen, weil der Nachweis 
der Saure in unzureichender Weise gefiihrt wurde oder der Verdacht 
ihrer Entstehung durch Girung nicht von der Hand zu weisen war. 

Dieses auBerordentlich schlechte Ergebnis war die Veranlassung, 
auch Arbeiten iiber andere Pflanzenstoffe einer zunichst fliichtigen 
Durchsicht zu unterziehen; hierbei zeigte sich, daB die Verhiltnisse 
ahnlich wie bei der Milchsiure lagen, daB in einem groBen Teil der 
Arbeiten der Nachweis der betreffenden Stoffe in durchaus unzu- 
reichender Weise gefiihrt war, da8 es in den meisten Fallen vollkommen 
unsicher war, ob der betreffende Stoff in der Pflanze vorkommt oder 
nicht. Es wurde deshalb der EntschluB gefaBt, die Arbeiten tiber das 
Vorkommen der einzelnen Pflanzenstoffe einer genauen kritischen 
Durchsicht zu unterziehen, um nur die wirklich gesicherten Vorkomm- 
nisse kennen zu lernen. Wollen wir iiberhaupt in das chemische Ge- 
schehen der Pflanzen niher eindringen, so ist es vor allen Dingen not- 
wendig, unsere Kenntnisse von dem Vorkommen der Pflanzenstoffe auf 
eine mdglichst gesicherte Grundlage zu stellen. Wir miissen vor allen 
Dingen versuchen, die Stoffe kennen zu lernen, die in allen Pflanzen 
vorkommen und die ihnen daher als lebensnotwendige Reagenzien und 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 124, 65, 1922. 
2) Ebendaselbst 115, 270, 1921. 
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Durchgangsstoffe dienen, und sie von den Kérpern unterscheiden lernen, 
die nur gelegentlich vorkommen und vielleicht Nebenreaktionen ihre 
Entstehung verdanken. Soweit sich die Sachlage bisher iiberblicken 
laBt, kénnen wir hieritiber — wenn von einigen wenigen Ausnahmen 
abgesehen wird — noch gar nichts aussagen. Selbst unsere Kenntnisse 
iiber das Vorkommen der sogenannten Pflanzensiiuren, deren allgemeine 
Verbreitung im Pflanzenreiche nach vorherrschender Ansicht sicher- 
gestellt sein soll, stehen, wie zuerst gezeigt werden soll, auf sehr schwachen 
FiBen. 

Zuniichst haben wir die Arbeiten itiber das Vorkommen der Apfel- 
siure durchgesehen, weil diese Saure, nach der Menge der Zitate zu 
rechnen, zu den verbreitetsten Pflanzenstoffen zu gehéren scheint. Im 
ganzen wurden 205 Arbeiten durchgesehen, nach denen in 235 héheren 
Pflanzen diese Siure vorhanden sein soll. Eine Reihe von Arbeiten war 
uns nicht zugiinglich; sie sind weiter unten zusammengestellt. 

Welche Anforderungen miissen nun gestellt werden, um sicher an- 
nehmen zu kénnen, daB ein Pflanzenstoff, in unserem Falle Apfelsiure, 
in einer Pflanze vorkommt? Eine selbstverstiindliche Forderung ist, 
daB rein subjektive Momente méglichst ausgeschaltet werden miissen ; 
es ist notwendig, die Schilderung des Nachweises so zu fassen, daB der 
Leser sich selbst ein sicheres Urteil bilden kann, ob die angewandte 
Abscheidungsmethode und die benutzten Reaktionen geniigen, um die 
Anwesenheit der Saure sicherzustellen. Von vornherein miissen deshalb 
die Pflanzen, von denen lediglich behauptet wird, daB sie Apfelsiure 
enthalten, ohne da8 irgendwelche Belege dafiir angegeben sind, zunichst 
von der Liste der Apfelsiure fiihrenden gestrichen werden. Derartige 
Arbeiten sind recht zahlreich. Ferner sind in die Literatur eine Anzahl 
von Angaben iiber das Vorkommen von Apfelsiure iibergegangen, die 
Arbeiten entnommen wurden, in denen der Sauregehalt von Friichten 
titrimetrisch bestimmt und als Apfelsiure in Rechnung gezogen wurde. 
Die in diesen Arbeiten aufgefiihrten Pflanzen miissen natiirlich auch 
zunichst von der Liste der Apfelsiure fiihrenden gestrichen werden. 

In einer sehr groBen Reihe von Arbeiten ist versucht worden, die 
Anwesenheit von Apfelsiure in Pflanzen durch quantitative Reaktionen 
festzustellen. 

In einigen Fallen wird als geniigender Grund angesehen, auf Apfel- 
siure zu schlieBen, wenn der Extrakt oder PreBsaft mit Bleiacetatlésung 
einen Niederschlag gibt. Da nun aber der allergré8te Teil der bisher 
in Pflanzen aufgefundenen Sauren schwerlésliche Bleisalze liefert und 
solche natiirlich auBer Apfelsiure auch anwesend sein kénnen, so ist 
dieser Nachweis véllig unzureichend. Auch wenn der Bleiniederschlag 
bei Stehen kristallisiert, kann darin kein zureichender Nachweis der 
Apfelsiiure erblickt werden. Die in diesen Arbeiten erwaihnten Pflanzen 
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miissen zunachst von der Liste der Apfelsiure fiihrenden gestrichen 
werden. 

In einer weiteren Reihe Arbeiten wird aus dem Bleiniederschlag 
durch Zersetzen mit Schwefelwasserstoff oder Schwefelsiiure die Siure 
dargestellt, ohne sie jedoch irgendwie zu kennzeichnen; es wird héch- 
stens erwahnt, da8 sie alle Eigenschaften der Apfelsiure besitzt. Auch 
dieser Nachweis ist natiirlich véllig unzureichend. 


In einigen Fallen werden kalkhaltige Abscheidungen aus Pflanzen- 
extrakten, die mit oder ohne Zusatz eines Kalksalzes eventuell durch 
Fallung mit Alkohol entstehen, ohne weiteren Nachweis als apfelsaurer 
Kalk angesprochen. Unter den angegebenen Umstinden kénnen 
natiirlich die Kalksalze von sehr vielen organischen Siuren ausfallen; 
auch diese Art des Nachweises ist véllig unzureichend. 

Die weiteren Arbeiten, in denen die Kennzeichnung der Apfelsiure 
auf qualitativem Wege durchgefiihrt wurde, haben wir etwas ein- 
gehender behandelt; wir haben die Abscheidungsmethode kurz be- 
sprochen und die angewandten Reaktionen angefiihrt, damit sich jeder 
selbst ein Urteil bilden kann, ob der Nachweis zureichend ist oder nicht. 
Unsere Ansicht haben wir jedesmal kurz vermerkt. 


Wenn man iiberhaupt zugeben will, daB qualitative Reaktionen 
eines so zusammengesetzten Gemisches, wie es z. B. die Bleinieder- 
schhige aus Pflanzenextrakten sind, geniigen, um einen darin enthaltenen 
K6rper zureichend zu kennzeichnen, so mu6 jedenfalls eine weitgehende 
Reinigung vorausgehen, und dann miissen eine ganze Reihe von Reak- 
tionen iibereinstimmend auf die gleiche Substanz hinweisen. Es ist eine 
keineswegs geniigende Reaktion auf Apfelsiure, wenn der aus dem 
Bleiniederschlag erhaltene Syrup in wasseriger Lésung mit Calcium- 
chloridlésung und Ammoniak erst auf Zusatz von Alkohol einen Nieder- 
schlag gibt, wenn er bei der Einwirkung von Salpetersiure Oxalsiure 
liefert oder beim Erhitzen ein Sublimat gibt, welches angeblich, ohne 
weiteren Nachweis, aus Fumarsiiure und Maleinsiiureanhydrid be- 
steht usw., denn alle diese Reaktionen kénnen natiirlich auch anderen 
Stoffen, die wir vielleicht noch gar nicht kennen, zukommen. Wir 
haben es nur in vier Fallen, in denen lediglich qualitative Reaktionen 
benutzt wurden, als wahrscheinlich ansehen kénnen, daf& Apfelsiure 
in der untersuchten Pflanze enthalten ist. Wir sind der Meinung, dai 
alle Nachweise von Pflanzenstoffen, die sich lediglich auf qualitative 
Reaktionen stiitzen, héchstens unter besonderen Umstinden die wahr- 
scheinliche Annahme zulassen, daB der fragliche Kérper in einer Pflanze 
enthalten ist; zum sicheren Nachweis geniigen sie keineswegs, wenig- 
stens so lange nicht, bis wir viel besser iiber die Pflanzenstoffe unter- 
richtet sind. 
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Aus einer Reihe Arbeiten, die sich mit der quantitativen Bestimmung 
der Apfelsiure und auch anderer Siuren in den Pflanzen befassen, sind 
Angaben iiber das Vorkommen dieser Saéure in bestimmten Pflanzen 
in die Literatur iibergegangen. Uns erscheinen diese Verfahren, bei 
denen lediglich aus dem Auftreten eines Niederschlags an einer be- 
stimmten Stelle des Analysenganges auf das Vorhandensein eines 
K6rpers geschlossen wird, zum qualitativen Nachweis eines Pflanzen- 
stoffs in einem zusammengesetzten Gemisch absolut nicht zureichend, 
wenigstens so lange nicht, bis die Methoden der quantitativen Analyse 
solcher Gemische viel besser ausgearbeitet sind, als es bis jetzt der Fall 
ist. Solange wir iiber die qualitative Zusammensetzung der Pflanzen- 
sifte nicht besser Bescheid wissen, muB immer mit der Wahrschein- 
lichkeit gerechnet werden, daB ein an der betreffenden Stelle des Ana- 
lysenganges auftretender Niederschlag einem ganz anderen Stoff als 
dem vermuteten seine Entstehung verdankt. Wie unsicher derartige 
Analysengiinge sein kénnen, geht aus den Bemerkungen an den be- 
treffenden Stellen noch besonders hervor. Wir haben deshalb auch die 
Pflanzen, in denen Apfelsiure auf dem angedeuteten Wege ermittelt 
wurde, aus der Liste der Apfelsiure fithrenden vorlaufig gestrichen. 

Es herrscht tiberhaupt eine grobe Neigung, die Verfahren der 
qualitativen und quantitativen Analyse anorganischer Stoffe auf die 
Untersuchung von Gemischen organischer Stoffe, wie sie z. B. in 
Pflanzen vorkommen, zu iibertragen; im ersten Falle liegen die Ver- 
haltnisse auBerordentlich viel einfacher als im letzten. Bestimmte 
Analysengiinge zur Untersuchung so zusammengesetzter Gemische, 
wie sie doch sicher Pflanzenextrakte sind, lassen sich heutzutage tiber- 
haupt noch nicht aufstellen. Man wird sich zunachst damit begniigen 
miissen, die einzelnen Stoffe aus dem Gemisch in reinem Zustande her- 
auszuarbeiten und sie dann durch Elementaranalysen, unterstiitzt durch 
qualitative Reaktionen, zu kennzeichnen. Auf diesem Wege ist auch das 
Vorkommen von Apfelsiure in verschiedenen Pflanzen unzweifelhaft 
nachgewiesen worden. 

Zur sicheren Kennzeichnung der Apfelsiure darf man sich aber auch 
nicht mit der Metallbestimmung eines einzelnen Salzes begniigen, denn 
die gefundenen Werte kénnen Zufallergebnisse sein, wie es z. B. bei den 
von Bérard untersuchten Bleisalzen und bei den Kalksalzen aus Crassu- 
laceen der Fall ist; im ersten Falle lagen sicher Gemische von Adpfel- 
saurem Blei mit anderen Bleisalzen oder vielleicht nur andere Bleisalze 
vor, und im zweiten waren die Salze sicher nicht rein. Es war deshalb 
notwendig, auch wenn stimmende quantitative Analysen der Salze 
vorlagen, in manchen Fallen den Nachweis der Apfelsiure als unzu- 
reichend anzusehen, namentlich dann, wenn das qualitative Verhalten 
nicht einwandfrei auf diese Siure hindeutete. Wenn der Nachweis der 
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Apfelsaure und auch anderer Siuren durch Analyse von Salzen als 
unzweideutig angesehen werden soll, so miissen mehrere Salze analysiert 
und nicht nur der Metallgehalt, sondern méglichst auch die Kohlen- 
wasserstoffwerte ermittelt werden. 

Am sichersten scheint uns der Nachweis der Apfelsiure und auch 
anderer Saéuren dann gefiihrt zu sein, wenn sie in Abkémmlinge von 
gutem Kristallisationsvermégen und scharfem Schmelzpunkt um- 
gewandelt und dann analysiert werden. Durch die Analyse, den Schmelz- 
punkt, den Mischschmelzpunkt, Léslichkeit usw. lift sich dann die 
identitit des betreffenden Kérpers mit voller Sicherheit feststellen. 
Dieser Forderung geniigt die Abscheidung der Saiuren in Form ihrer 
Ester durch fraktionierte Destillation und die Umwandlung dieser in 
ihre Hydrazide und deren Benzylidenverbindungen. 

Legt man die eben auseinandergesetzten Kriterien an, dann bleiben 
von den in der Literatur aufgefiihrten Vorkommnissen der Apfelsiure 
in 235 Pflanzen nur noch die folgenden iibrig: 

Apfelsiiure ist wahrscheinlich nachgewiesen in: 

Geranium zonale (Blatter). 
Gerbersumach, Rhus Coriaria (Beeren). 
Hauswurz, Sempervivum tectorum (Blatter). 
. Tabak, Nicotiana Tabacum (Blatter). 
Rhabarber, Rheum undulatum (Stengel und Blatter 
Rhabarber, Rheum palmatum (Stengel und Blitter). 
Schlehe, Prunus spinosa (Friichte). 
Sauerkirsche, Prunus cerasus (Friichte). 
. Bryophyllum calycinum (Blitter). 
10. Euphorbia resinifera (Milchsaft). 
11. Opuntia versicolor (Blatter). 


Apfelsiure ist sicher nachgewiesen in: 


. Vogelbeere, Pirus Aucuparia (Beeren). 

. Kartoffel, Solanum tuberosum (Knollen). 

. Wermut, Arthemisia Absinthium (Kraut). 

. Zwetsche, Pirus domestica (Friichte). 

. Cerasus caproniana (Friichte). 

Esche, Fraxinus excelsior (Blatter). 
Schéllkraut, Chelidonium majus (Kraut). 

. Zuckerriibe, Beta vulgaris (Riibe). 
Sanddorn, Hippophaé rhamnoides (Beeren). 
Rhabarber, Rheum officinale (Stengel). 
Zuckerahorn, Acer saccharinum (Blutungssaft). 
Johannisbeeren, Ribes rubrum (Friichte). 
Oxylobium parviflorum (Kraut). 
Vogelkirschen, Prunus avium (Friichte). 

15. Echeveria secunda glauca (Blatter). 


Das Ergebnis der kritischen Durchsicht der Literatur ist also im 
Falle der Apfelsiiure noch viel schlechter als in dem der Milchsiure, da 











Soatiieksd ia ene edak eeaaeblondoccatihenans " ; oe 


WERT ae RES 





188 H. Franzen u. E. Keyssner: 


von 235 Pflanzen, in denen Apfelsaure nachgewiesen sein soll, nur 15 ibrig 
bleiben, in denen ihre Anwesenheit sicher ist. Es ist also durchaus nicht 
sichergestellt, daB diese Siiure ein allgemein verbreiteter Pflanzen- 
stoff ist. 


1. Arbeiten, in denen das Vorhandensein von Apfelsiure 
lediglich behauptet wird. 


In einer ganzen Reihe Arbeiten wird lediglich behauptet, daB in 
verschiedenen Pflanzen Apfelsiure vorkommt, ohne daB angegeben 
ist, wie der Nachweis gefiihrt wurde. Mitunter findet sich sogar der 
Prozentgehalt an Apfelsiure angefiihrt. Die in solchen Arbeiten auf- 
gefiihrten Pflanzen miissen natiirlich zunichst aus der Liste der Apfel- 
siure fiihrenden gestrichen werden, da eine bloBe Behauptung keines- 
wegs geniigt, um die Anwesenheit dieser Séure in einer Pflanze sicher- 
zustellen. Wie es mit der Sicherheit des Nachweises in solchen Arbeiten 
aussieht, mégen einige Beispiele zeigen. 

1. Miiller (Ann. d. Pharm. 25, 207, 1838) schreibt gelegentlich einer 
Untersuchung der Kapuzinerkresse, Tropaeolum majus: ,,Die Analyse 
wurde auf die gewéhnliche, jedem bekannte Weise angestellt ..., weshalb 
man sich, da es fiir den Leser nur ermiidend sein kann, einer Beschreibung 
derselben enthalt‘*. In 2000 Teilen der Pflanze wurden 0,125 Teile Apfel- 
siure gefunden. 

2. T. Takahashi (Bull. College Agric. Tokyo 7, 111, 1906) findet im 
Wein aus den Friichten der japanischen Mispel, Eriobotrya japonica, 
wobei ,,fiir die Analyse der anwesenden organischen Sauren die gebrauch- 
lichen Methoden verwendet wurden“, 0,07034(!) % Apfelsaure. 

3. Eduard Hotter (Zeitschr. f. d. landw. Versuchswesen Osterreichs 9, 
747, 1906) untersuchte die chemische Zusammensetzung einer Reihe 
steirischer Obstfriichte. ,,Hierbei diente der wisserige, filtrierte Auszug 
zur Ermittlung des Extrakt-, Saure-, Zucker- und Tanningehalts nach 
bekannten Methoden.‘‘ Der Forscher gibt fiir nicht weniger als 27 Friichte 
den Gehalt an Apfelsiiture zahlenmaBig an. 

4. Hugo de Vries (Bot. Ztg. 42, 337, 1884) schreibt anléBlich einer 
Arbeit iiber ,,Die periodische Saurebildung der Fettpflanzen“: ,,Die Saiure 
der Crassulaceen ist, soviel ich jetzt urteilen kann, vorwiegend Apfelsaure, 
und wenigstens fiir die Berechnung der Zahlen ist es vollig erlaubt, sie 
als solche zu betrachten.** 

Weitere solche Arbeiten sind die folgenden: 


5. Chevallier und Lassaigne (Journ. de Pharm. 4, 340, 1818): 
In den Samenkérnern des Goldregens, Laburnum vulgare. 
6. Rudolph Brandes (Repert. d. Pharm. v. Buchner 8, 1, 1820): 
Im Stechapfelsamen, Datura Stramonium. 
7. Desfosses (Journ. de Pharm. 7, 414, 1821): 
In den Beeren des schwarzen Nachtschattens, Solanum nigrum. 
8. Feneulle (Journ. de Chim. medicale 4, 346, 1828): 
In den Wurzeln von Asclepias vincetoxicum. 
9. E. Soubeiran (Journ. de Pharm. 15, 501, 1829): 
In den Samen von Jatropha curcas. 
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. H. Wackenroder (Magaz. d. Pharm. 33, 144, 1831): 

In den Méhren, Daucus carote. 

. Bley (Ann. d. Pharm. 4, 283, 1832): 

In der levantinischen Seifenwurzel, Gypsophila Struthium. 


2. Pelletier und Couerbe (Ann. d. Pharm. 10, 194, 1834): 


In den Kokelskérnern Menispermum Coculus. 


3. Grossot (Journ. d. Chim. médicale 10, 165, 1834): 


In Bignonia catalpa. 
. Albert Frickhainger (Repert. d. Pharm. v. Buchner (3) 7, 1, 
In den Wurzeln der Osterluzei, Aristolochia Clematidis. 


5. Adolf Weiss und Julius Wiesner (Bot. Ztg. 19, 41, 1861): 


In dem Milchsafte der Wol/smilch, Euphorbia cyparissias. 
3. A. Beyer (Arch. d. Pharm. 181, 201, 1867): 

In den Samen der gelben Lupine, Lupinus luteus. 

. Theodor Peckolt (Arch. d. Pharm. 184, 37, 1868): 

In der Rinde von Cassia speciosa. 

. Th. Schloesing (C. r. 69, 353, 1869): 

In den griinen Blattern des Tabaks, Nicotiana Tabacum. 


9. Graeger (Neues Jahrb. f. prakt. Pharm. 39, 193, 1873): 


In den Preifelbeeren, Vaccinium Vitis Idaea. 

. Wright und Patterson (Chem. News 37, 6, 1878): 
In unreifen Maulbeeren, Morus nigra. 

. Bolland (Journ. de Pharm. 30, 461, 1879): 

Im Dattelpalmenwein, Phoenix dactylifera. 


22. Theodor Peckolt (The Pharm. Journ. and Transact. 10, 343, 383. 


1879/80): 
In der Frucht des Melonenbaumes, Carica papaya. 


23. Flueckiger (Pharmacognosie 1891, 3. Aufl., S. 674): 


Im roten Fingerhut, Digitalis purpurea. 


24. Edwin Johanson (Apotheker-Ztg. 6, 370, 1891): 


In den Friichten von Pirus salicifolia. 


5. Ludwig Weil (Diss. StraBburg 1901): 


Im Fruchtfleisch von Acacia concinna. 

. Theodor Peckolt (Ber. pharm. Ges. 18, 347, 1903): 

Im Fruchtfleisch von Psidium Guayava, Psidium Araca, Psidium 
aculangulum. 

- Theodor Peckolt (Ber. pharm. Ges. 19, 31, 1909): 

In den Friichten von Acnistus cauliflorus. 

. A. Beythien (Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. Genubm. 8, 
544, 1904): 

Im Himbeersaft, Rubus Idaeus. 

Im Saft der Garten- und Walderdbeeren, Fragaria vesca. 


9. R. Kayser (Zeitschr. f. 6ffentl. Chem. 12, 155, 1906): 


Im Himbeersajt, Rubus Idaeus. 

. David Hooper (The pharm. Journ. (4). 27, 161, 1908): 
In den getrockneten Friichten von Garcinia pedunculata. 
. Robert H. Lott (Chem. News 99, 169, 1909): 

In den Friichten von Viburnum nudum. 

. Jul. Mayer (Zeitschr. f. éffentl. Chem. 15, 15, 1909): 

In franzésischen WeiBweinen, Vitis vinifera. 

. Charles R. Blake (Chem. News 100, 210, 1909): 

In den Beeren von Viburnum dentatum. 
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. Ray. R. Neidig (Chem. News 102, 40, 1910): 
In der Frucht von Menispermum canadense. 
35. Bowillonlagrance (Ann. Chim. 67, 90, 1808): 
In den Stielen und Blattern von Rhewm palmatum. 
. Mahl (Journ. d. Pharm. v. Trommsdor/f 20, (2) 29, 1811): 
In der Garten- oder Weinraute, Ruta graveolens. 
. Geiger (Diss. Heidelberg 1818): 
In der Ringelblume, Calendula officinalis. 
. J. Habermann (Verh. d. Naturforsch. Ver. Briinn 22, 288, 1883): 
In den Samen der Rotbuche, Fagus silvatica. 
. H. Snyder (Experiment Station Record 11, 843, 1900): 
In den Tomaten, Solanum Lycopersicum. 
. Warcollier (C. r. 158, 973, 1914; C. 1914 (1), S. 1774): 
In Apfelmosten, Pirus malus. 
. A. Klutschareff (Journ. f. Landw. 61, 161, 1913; C. 1913 (2), 8S. 803): 
Im getrockneten Tabak, Nicotiana Tabacum. 
2. A. HE. Gillette (Chem. News 1038, 205, 1910; C. 1910 (1), S. 1754): 
In den Friichten von Viburnum lentago. 
3. C. B. Smith (Chem. News 107, 266, 1913; C. 1913 (2), S. 445): 
In der Schneebeere, Lymphocarpus racemosus. 
- Karl Braunhojer und Julius Zellner (Zeitschr. f. physiol. Chem. 
109, 12, 1920): 
In Sedum Telephium (Blatter), Sempervivum hirtum (Rosetten- 
blatter), Huphorbia coerulescens (Stammgebilde), Opuntia mona- 
cantha (Stammgebilde), Aloe vera (Blatter). 
5. BE. Mach und K. Portele (Landw. Vers.-Stat. 38, 72, 1891): 
In den PreiBelbeeren, Vaccinium Vitis Idaea. 
3. J. du P. Oost Huizen und O. M. Scheed (Journ. Amer. Chem. Soc. 
35, 1308, 1913): 
Im Tabak, Nicotiana Tabacum. 
7. Trommsdorff (Neues Journ. d. Pharm. v. T'rommsdorff 24, 13, 1832): 
Im Bitterklee, Menyanthes trifoliata. 
. Bley (Neues Journ. d. Pharm. v. Trommsdorff 24, 95, 1832): 
In der levantinischen Seifenwurzel, Radix Saponariae levanticae. 
. Biltz (Neues Journ. d. Pharm. v. Trommsdorff 28, 245, 1831): 
Im Saft der Kapsel vom weifSsamigen und blausamigen Mohn, 
Papaver somniferum. 
. Bley (Neues Journ. d. Pharm. v. Trommsdorff 14, 83, 1827): 
Im Moschuskraut, Teucrium marum. 
. Leo Schiperowitsch (Pharm. Zeitschr. f. RuBland 23, 818, 1885): 
Im eingetrockneten Saft vom Stinklattich, Lactuca virosa. 
. W. J. Baragiola und Ch. Godet (Landw. Jahrb. 47, 249, 1914): 
In den Weintrauben, Vitis vinifera. 


2. Arbeiten, in denen das Vorhandensein von Apfelsiure lediglich aus der 


Entstehung eines Bleiniederschlags hergeleitet wird. 


In einigen Arbeiten wird auf die Anwesenheit von Apfelsiure in 
Pflanzen lediglich daraus geschlossen, daB ihr wisseriger Extrakt mit 
Bleisalzen einen Niederschlag gibt; ein derartiger SchluB ist natiirlich 
unzulassig. Die in diesen Arbeiten, die weiter unten aufgezihlt sind, 
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erwihnten Pflanzen miissen zunichst von der Liste der Apfelsiure 
fiihrenden géstrichen werden. 
1. Vauquelin (Ann. de Chim. 34, 127, 1800): 
Im Hauswurz, Sempervivum tectorum. 
2. P. C. Geiger (Schweiggers Jahrb. d. Pharm. u. Chem. 15, 481, 1815): 
Im Tranenwasser der Reben, Vitis vinifera. 
3. Leo Meier (Berlin. Jahrb. f. d. Pharm. 28 (1), 71, 1826): 
Im Leinsamen, Linum usitatissimum. 
. Joh. Bapt. Enz (Wittsteins Vierteljahrsschr. f. prakt. Pharm. 5, 
196, 1856). 
5. L. Weil (Arch. d. Pharm. 239, 368, 1901): 
In den Friichten von Acacia concinna. 
3. G. André (C. r. 140, 1708, 1905): 
In der Kispflanze, Mesembryanthemum cristallinum. 
Vogel (Schweiggers Journ. f. Chem. u. Phys. 20, 412, 1818): 
Im Saft der Heidelbeeren, Vaccinium myrtillus. 


8. Arbeiten, in denen aus dem Auftreten eines kristallisierenden Bleinieder- 
schlags auf die Anwesenheit von Apfelsiure geschlossen wird. 

In einigen Arbeiten wird lediglich aus dem Auftreten eines kristalli- 

sierten Bleiniederschlags beim Fillen der wiisserigen Extrakte mit 


Bleisalzen auf die Anwesenheit von Apfelsiure geschlossen. Auch 


dieser Nachweis ist v6éllig unzureichend, so daf die in den fraglichen 
Arbeiten, die weiter unten aufgezihlt sind, erwaihnten Pflanzen zunichst 
aus der Liste der Apfelsiure fiihrenden gestrichen werden miissen. 
1. Hubert (Journ. de Chim. medicale 6, 193, 1830): 
In der Frucht von Rhamnus cathartica. 
A. Buchner (Repert. d. Pharm. v. Buchner 94 oder (2) 45, 184, 
1847): 
In den roten Riiben, Beta vulgaris. 
. Joh. Bapt. Enz (Wittsteins Vierteljahrsschr. f. prakt. Pharm. | 
311, 1859): 
Im Saft der Hollunderbeeren, Sambucus nigra. 
. Joh. Bapt. Enz (Wittsteins Vierteljahrsschr. f. prakt. Pharm. 8, 
511, 1859): 
In den Beeren des Afttichs. Zwergflieder, Sambucus Ebulus. 
5. Karl Kresling (Arch. d. Pharm. 229, 389, 1891): 
Im Bliitenstaub der Kiefer, Pinus silvestris. 
3. EH. Riegel (Arch. d. Pharm. 111, 161, 1850): 
In den Beeren der Myrthe, Myrtus communis. 


4. Arbeiten, in denen aus dem Bleiniederschlag die Siiure hergestellt wird, 
ohne sie jedoch niher zu kennzeichnen. 

In einer Reihe von Arbeiten wird der Pflanzenauszug mit Bleisalzen 

gefallt und der Niederschlag mit Schwefelwasserstoff oder Schwefelsiiure 

zersetzt. Uber den aus dem Bleiniederschlag erhaltenen Kdérper ist 
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entweder gar nichts ausgesagt oder es ist héchstens erwihnt, da} er eine 
Saure ist, die alle Eigenschaften der Apfelsiiure besitzt. e Auch die in 
diesen Arbeiten, die weiter unten aufgezahlt sind, erwihnten Pflanzen 
miissen zunichst aus der Reihe der Apfelsiure fiihrenden gestrichen 
werden, da die Angaben zur Kennzeichnung der Apfelsiure als solche 
hei weitem nicht ausreichen. 


i. 


Vauquelin (Scherers allgem. Journ. d. Chem. 8, 279, 1802): 
In den Absonderungen der Stengel und Blatter der Kichererbse. 
Cicer arietinum. 


2. Robiquet (Ann. de Chem. et de Phys. (1) 72, 143, 1809): 


Im SiBholz, Glycyrrhiza glabra. 


3. Ph. L. Geiger (Repert. f. Pharm. v. Buchner 15, 1, 1823): 


In den griinen Blaittern vom Wolfsfug, Lycopus europaeus. 


. Ph. L. Geiger (Magaz. d. Pharm. 8, 204, 1824; 9, 113, 1825): 


Im getrockneten Kraut von Galeopsis villosa. 


5. H. Feneulle (Journ. de Pharm. 11, 305, 1825): 


In den Wurzeln von Asclepias vincetoxicum. 


. H. Wackenroder (Kastners Arch. f. d. ges. Naturlehre 8, 417, 1826): 


In den Wurzeln des Lerchensporns, Corydalis tuberosa. 


- Dulong (Journ. de Pharm. 12, 110, 1826): 


In der Kichererbse, Cicer arietinum. 


. Vauquelin (Ann. de Chim. et de Phys. (2) 41, 46, 1829): 


In den Wurzeln der Mohre, Daucus carota. 


. Joh. Barth. Trommsdorff (Ann. d. Pharm. 10, 213, 1834): 


In der Baldrianwurzel, Valeriana officinalis. 


. L. F. Bley (Journ. f. prakt. Chem. 6, 294, 1835): 


In den Aprikosen, Prunus armeniaca. 


. Leroy (Journ. de Chim. medicale 16, 1, 1840): 


Im Hopfen; Humulus lupulus. 


2. G. F. Walz (Jahrb. f. prakt. Pharm. 5, 284, 1842): 


In den Wurzeln der Hinbeere, Paris quadrifolius. 


3. Heinrich Ritthausen (Journ. f. prakt. Chem. 58, 417, 1851): 


Im Bdrlapp, Lycopodium clavatum. 


. G. F. Walz (Jahrb. f. prakt. Pharm. 26, 296, 1853): 


Im getrockneten Kraut des Braunwurz, Scrophularia nodosa. 


. G. F. Walz (Jahrb. f. prakt. Pharm. 27, 12, 1853): 


Im Braunwurz, Scrophularia aquatica. 
Im Leinkraut, Linaria vulgaris. 


. G. F. Walz (Jahrb. f. prakt. Pharm. 27, 65, 1853): 


In Digitalis grandijl. lutea. 
Im Léwenmaul, Antirrhinum majus. 


. G. F. Walz (Jahrb. f. prakt. Pharm. 27, 129, 1853): 


Im Cymbelkraut, Linaria cymbalaria. 


. Joh. Bapt. Enz (Wittsteins Vierteljahrsschr. f. prakt. Pharm. 7, 


182, 1858): 
Im Ehrenpreis, Veronica officinalis. 


. Wilh. Gintl und Friedr. Reinitzer (Monatsh. f. Chem. 8, 745, 1882): 


In den Blattern der Esche, Fraxinus excelsior. 
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5. Arbeiten, in denen kKalkhaltige Abscheidungen aus Pflanzenextrakten 
ohne nihere Kennzeichnung als aipfelsaurer Kalk angesprochen werden. 


In einigen Arbeiten werden kalkhaltige Abscheidungen aus Pflanzen- 
extrakten, die mit oder ohne Zusatz eines Calciumsalzes eventuell durch 
Fallung mit Alkohol entstehen, als aipfelsaurer Kalk angesprochen. DaB 
derartige Abscheidungen keineswegs nur aus Calciummalat zu bestehen 
brauchen, was ja schon von vornherein wahrscheinlich ist, geht aus 
einer Arbeit von Ch. Ordenneau (Bull. Soc. chim. 6, 262, 1891) hervor. 
Der Forscher erhielt aus unreifen Weintrauben, Vitis vinifera, durch 
Neutralisieren des Saftes mit Calciumcarbonat rhombische Kristalle 
von Calciumtartrat und nadelférmige, die aus einem Doppelsalz von 
Calciumtartrat und Calciummalat bestanden von der Formel C,H,O,Ca 
.C,H,O,Ca .6H,O; der Calciumgehalt des Salzes wurde im Mittel zu 
17,15% gefunden, wihrend sich 17,09°, berechnen. Durch teilweise 
Zersetzung mit Schwefelsiure wurde Calciumtartrat und Calcium- 
bimalat erhalten. Bei der vollstindigen Zersetzung mit Schwefelsiiure 
entstanden aus dem Filtrat vom Gips beim Eindunsten blumenkohl- 
artige, zerflieBliche Kristalle. Die in diesen, weiter unten aufgefiihrten 
Arbeiten erwihnten Pflanzen miissen ebenfalls zunichst aus der Reihe 
der Apfelsiure fiihrenden gestrichen werden. 

1. P. A. Adet (Crells Ann. 1800 (2), S. 191): 
In dem Saft der Ananas, Ananas sativus. 
Vauquelin (Ann. de Chim. et de Phys. (1) 72, 191, 1809): 
Im Gottesgnadenkraut, Gratiola officinalis. 
Payen (Journ. de Pharm. 9, 383, (1823): 
In den Dahliaknollen, Dahlia variabilis. 
Vauquelin (Journ. de Pharm. 11, 49, 1825): 
In der Rinde von Solanum Pseudoquina. 
Lebreton (Journ. de Pharm. 14, 377, 1828): 
In den unreifen Friichten der Apfelsine, Citrus Aurantium multi- 
florum und der Pomeranze, Citrus Bigaradia. 


3. A. Buchner und J. E. Herberger (Repert. f. Pharm. v. Buchner 
88, 337, 1831): 
Im moskowitischen Rhabarber. 
W. A. Lampadius (Journ. f. prakt. Chem. 6, 285, 1835): 
Im sibirischen Eisapfel, Pirus malus. 
. Franz Steer (Sitzungsber. Wien. Akad. d. Wissensch., Math.-Naturw. 
Klasse 21, 383, 1856): 
In den Wachholderbeeren, Juniperus communis. 
Thomas D. McElhenie (Amer. Journ. of Pharm. 44, 197, 1872): 
In den Tomaten, Solanum Lycopersicum. 
10. David Hooper (The Pharm. Journ. (3) 18, 681, 1888): 
In der Rinde von Rhamnus Wigthii. 
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Il. Lacona Eymard (Journ. de Pharm. et Chim. (5) 21, 192, 1890): 
Im japanischen Mispelbaum, Eriobotrya japonica. 

12. A. Adet (Ann. de Chim. 25, 32, 1798): 
Im Saft der Ananas. 

13. Hielm (Ann. de Chim. 8, 29, 1798): 
In den Kirschen. 


6. Arbeiten, in denen Fruchtsauren titriert und als Apfelsiure in Rechnung 
gesetzt wurden. 


In die Literatur sind eine Reihe von Angaben iiber das Vorkommen 
von Apfelsiure in Friichten iibergegangen, bei deren Untersuchung der 
titrimetrisch ermittelte Siuregehalt als Apfelsiure in Rechnung gezogen 
wurde. Die in diesen Arbeiten aufgefiihrten Pflanzen sind zuniichst 
auch von der Liste der Apfelsiure fiihrenden zu streichen. 


1. R. Fresenius (Ann. d. Pharm. 10, 219, 1857): 
In den Mirabellen, Si®kirschen. Pfirsichen, Trauben, Apfel: . 
Zwetschen, Reineclauden, Aprikosen, Brombeeren, Sauerkirschen, 
Pflaumen, Heidelbeeren, Erdbeeren, Stachelbeeren, Himbeeren, 
Maulbeeren, Johannisbeeren. 
. EB. Lenssen (Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 8, 966, 1870): 
In den Friichten der Berberitze, Berberis vulgaris. 

3. Graeger (Neues Jahrb. f. prakt. Pharm. 38, 201, 1872): 
In den Friichten der Berberitze, Berberis vulgaris 

. P. Kulisch (Landw. Jahrb. 19, 101, 1890): 
In Apfel- und Birnenweinen. 

. Liihrig, Borisch und Hepner (Pharm. Zentralh. 49, 869, 1908): 
In Himbeersdajten. 

. Kochs (Pharm. Zentralh. 50, 585, 1909): 

In Erdbeersdjten. 

. G. Maue (Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. Genufim. 30, 201 

1915; C. 1915 (2), S. 1151): 
Im Fliederbeerwein, Sambucus nigra. 

. E. Feder (Pharm. Zentralh. 58, 1321, 1912): 
In der Rauschbeere, Vaccinium uliginosum. 

. Tatigkeitsbericht des chemischen Versuchs- und Hefereinzucht- 
laboratoriums der k. k. héheren Lehranstalt fiir Wein- und 
Obstbau in Kloster Neuburg fiir 1912/13, C. 1912 (2), S. 1883): 
In einer Reihe von Friichten. 

. F. Seiler (Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBm. 27, 243, 1914): 
In Obstweinen. 

. R. Otto und W. D. Kroper (Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. 
GenuBm. 19, 10, 1910; C. 1910 (1), S. 884): 

In den Schlehen, Prunus spinosa. 

. R. Otto und W. D. Kroper (Zeitschr. f. Unter. d. Nahrungs- u. 
GenuBm. 19, 328, 1910; C. 1910 (1), S. 1536): 

In den japanischen Quitten, Cydonia japonica, Mehlbeeren, Pirus 
Aria, Ebereschen, Pirus Aucuparia, Korneelkirsche, Cornus mas. 
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7. Arbeiten, in denen versucht wurde, die aus Pflanzer. abgeschiedene Siure 
als Apfelsiure durch qualitative Reaktionen zu kennzeichnen. 


Vauquelin (Ann. de Chim. et de Phys. (1) 71, 159, 1809) fallte den 
wiasserigen Auszug der Tabaksbldtter, Nicotiana Tabacum, mit Bleiacetat, 
zersetzte den Niederschlag mit Schwefelwasserstoff, behandelte das Filtrat 
vom Bleisulfid mit Gallipfelauszug und dampfte ein. Der kaum kristalli- 
sierende Sirup gab mit Bleiacetat eine in Essigsiéure lésliche Fallung, blihte 
sich im Feuer unter Verbreitung von Karamelgeruch auf und gab bei der 
Einwirkung von Salpetersiure Oxalsiure. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


C. Frommherz (Magaz. d. Pharm. 8, 35, 1824) stellte aus dem Rainjarn, 
Tanacetum vulgare, einen wisserigen Auszug her, fillte diesen mit Blei- 
salzen, zersetzte den Niederschlag mit Schwefelwasserstoff, dampfte das 
Filtrat vom Bleisulfid ein, extrahierte den erhaltenen Sirup mit Aikohol 
und verjagte ihn. Der so erhaltene Sirup konnte nicht zur Kristallisation 
gebracht werden; er gab mit Bleiacetat einen in Salpetersiure léslichen 
hellgelben Niederschlag und mit Kalkwasser erst auf Zusatz von Alkohol 
eine Fallung. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

Henry fils (Journ. de Pharm. 11, 233, 1825) gewann aus dem wiisse- 
rigen Extrakt der Yamswurzel, Ipomaea Batatas, tiber die Bleifallung 
einen Sirup, dessen wiisserige Lésung durch Blei- und Silbernitratlésung 
nicht gefallt wurde, weder Kalk- noch Barytwasser triibte und beim Ver- 
brennen brenzlich roch. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


Dessaignes (Journ. de Pharm. 25, 24, 1854) konnte aus Rharbarber, 


Rheum rhaponticum und compactum, nach der von Berzelius angegebenen 
Methode nur sehr geringe Mengen Apfelsiure erhalten. Dagegen wurden 
giinstige Ausbeuten an sehr reinem apfelsauren Ammon (nihere Kenn- 
zeichnung fehlt) aus Liguster, Ligustrum leviaticum, Studentenblume, 
Tagetes erecta, Mahonia Aquifolium, Tomaten, Solanum Lycopersicum, 
erzielt. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

Eugen Dietrich (Wittsteins Vierteljahrsschr. f. prakt. Pharm. 15, 196, 
1866) behandelte efbare Kastanien, Castanea vesca, zunichst mit Ather, 
dann mit Alkohol, fallte den alkoholischen Extrakt mit Bleisalzen und 
erhielt aus dem Niederschlag einen sauren unkristallisierbaren Sirup, 
dessen wiisserige Léisung mit Kalkwasser weder in der Hitze noch in der 
Kialte eine Triibung gab. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


Friedrich Rochleder (Ber. d. deutsch. chem. Ges. 3, 238, 1870) fallte 
den Saft der Sauerkirschen, Prunus Cerasus, Cerasus acida, mit Blei- 
salzen und erhielt einen Niederschlag der kristallin wurde, und daraus 
einen Sirup, der unter einer Glocke bald zu Kristallen erstarrte. Die Kristalle 
lésten sich fast vollstaéndig in wasser- und alkoholhaltigem Ather; nach 
dem Verdunsten des letzteren hinterblieb ein stark sauer schmeckender 
Sirup, der im Vakuum iiber Schwefelsiure bald zu einer Kristallmasse 
erstarrte. ,,Alle Eigenschaften sprechen dafiir, daB diese Saure Apfel- 
saure sei.‘ 

Der Nachweis ist unzureichend. 
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Joh. Bapt. Enz (Wittsteins Vierteljahrsschr. f. prakt. Pharm. 19, 1, 
1870) erhielt aus dem wisserigen Auszug der Bliitenképfchen des Maf- 
liebchens, Bellis perennis, mit Bleiacetat einen schmutzig griinen Nieder- 
schlag, der mit heiBem Wasser behandelt wurde. Aus dem Filtrat schied 
sich ein kristallines Pulver aus, ,,welches bei niiherer Untersuchung den 
Charakter des apfelsauren Bleioxyds besaB. 

Der Nachweis ist wnzureichend. 


Otto Lietzenmayer (Diss. Erlangen, 1878, 8. 59) erhielt aus dem wiisse- 
rigen Extrakt des Schdéllkrauts, Chelidonium majus, einen Bleiniederschlag, 
zersetzte diesen, neutralisierte das Filtrat vom Bleisulfid, fallte nochmals 
mit Bleisalzen und gewann aus dem neuen Niederschlag die freie Siure 
durch Zersetzen mit Schwefelwasserstoff. Sie war eine farblose, grob- 
k6érnige, sehr hygroskopische Kristallmasse vom Schmelzpunkt 142 bis 144°, 
die kein Drehungsvermégen besaB. Nach Haitinger (Monatsh. f. Chem. 2, 
485, 1881) ist die Lietzenmayersche Saéure im wesentlichen Citronensiure. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


Aubert (Revue de botanique 2, 369, 1890) gewann aus Crassula arbo- 
rescens, Sedum dendroicum und Hauswurz, Sempervivum tectorum, durch 
Fillen des Saftes mit Bleiacetat und Zersetzen des Niederschlags mit 
Schwefelwasserstoff Apfelsiture. Die Kennzeichnung der Saure erfolgte 
nach einer von Dragendorff (Fremy, Encyclopédie de chimie 10) angegebenen 
Methode. Die Beschreibung der Versuche fehlt. 

Der Nachweis ist wnzureichend. 


Derosne, Henry und Payen (Journ. de Pharm. 27, 20, 1840) dampften 
den wisserig-alkoholischen Auszug der Monesiarinde, Lucuma glycyphloea, 
ein und erhielten neben Gips ein organisches Kalksalz, aus dessen wisseriger 
Lésung durch Bleiacetat ein weiBer Niederschlag erhalten wurde, der sich 
teilweise in heiBem Wasser léste und sich beim Erkalten in Nadeln abschied. 
Die aus dem Bleisalz gewonnene freie Saure war Apfelsaure , mit den charak- 
teristischen Eigenschaften, die diesen Kérper auszeichnen“. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


A. Voelcker (Journ. f. prakt. Chem. 48, 245, 1849) fallte den Inhalt 
der Schliuche von Nepenthes mit Bleiacetat, zersetzte den Niederschlag 
mit Schwefelwasserstoff und dampfte das Filtrat vom Bleisulfid ein, wobei 
ein kristallinischer Riickstand erhalten wurde. Aus der wiisserigen Lésung 
fie] auf Zusatz von Calciumchloridlésung und Ammoniak zitronensaurer 
Kalk aus, das Filtrat von diesem gab auf Zusatz von Alkohol eine weitere 
Fallung. Der mit Bleiacetat erhaltene Niederschlag war in Essigsiéure 
léslich, sechmolz jedoch nicht beim Kochen mit Wasser, was auf eine Bei- 
mengung von zitronensaurem Blei zuriickgefiihrt wird. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


Edo Clasen (Pharm. Rundschau Neuyork 8, 262, 1890) zog die Beeren 
von Rhus aromatica mit Ammoniak aus, dampfte den Auszug zur Trockne 
ein und extrahierte den Riickstand mit ammoniakhaltigem absoluten 
Alkohol. Nach dem Verdunsten des Alkohols wurde ,,nach Zusatz von 
Wasser das Bleisalz bereitet und endlich aus diesem das Calciumsalz, in 
welchem dann durch Darstellung von Oxalsiiure mittels 60proz. Salpeter- 
siure die Anwesenheit jener Saure (Apfelsiure) angenommen werden 
konnte“. 

Der Nachweis ist unzureichend. 
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In den weiter unten aufgezihlten Arbeiten wird zum Nachweis 
der Apfelsiure in der Weise verfahren, daB der wiisserige Pflanzen- 
extrakt zuniichst mit Bleiacetat gefallt und der Niederschlag mit 
Schwefelwasserstoff zersetzt wird. Auf die Anwesenheit von Apfelsiiure 
wird geschlossen, wenn in dem Filtrat vom Bleisulfid Calciumchlorid- 
lésung oder Kalkwasser keinen Niederschlag hervorruft, ein solcher 
aber auf Zusatz von Alkohol auftritt. Lin so gefiihrter Nachweis von 
Apfelsdure ist natiirlich unzureichend. 

. Gay-Lussae (Ann. de Chim. et de Phys. 6, 331, 1817): 

Im Hauswurz, Sempervivum tectorum. 
Lassaigne und Feneulle (Journ. de Pharm. 7, 548, 1821): 
In den Sennesbldattern, Cassia angustifolia. 
3. Morin (Journ. de Pharm. 8, 57, 1822): 
In der Rinde von Quassia Simaruba, Simaruba amara. 
. Morin (Journ. de Chim. médicale 1, 84, 1825): 
In der Frucht von Solanum mammosum. 
. Franz Jahn (Arch. d. Pharm., 74. Bd. der ganzen Folge oder (2) 24, 
28, 1840): 
In den Deckblittern der Haselnuf, Corylus avellana. 
3. G. F. Walz (Jahrb. f. prakt. Pharm. 7, 282, 1844; 8, 147, 209, 1844): 
In den Wurzeln und Blattern von Eschscholtzia californica. 
. Carl Martius (Habilitationsschrift Erlangen 1857): 
In den Sennesbldttern, Cassia angustifolia. 


CO. W. Scheele (Crells Annalen 7, 29, 1785), der Entdecker der Apfel- 


siure, benutzte zu ihrer Abscheidung aus Friichten anfangs das Kalk- 
salz. Die Fruchtsifte wurden durch Zusatz von Alkohol von Pektin- 
stoffen befreit, das Filtrat von diesen mit Kreide neutralisiert und zum 
Sieden erhitzt, wobei zitronensaurer Kalk ausfiel. Das Filtrat von 
diesem schied auf Zusatz von starkem Alkohol ein Kalksalz ab, aus dem 
die Saure durch Einwirkung von Schwefelsiure gewonnen wurde. 
Diese Saiure nannte Scheele Apfelsiure, weil er sie besonders reichlich 
in unreifen Apfeln auffand. Da der Forscher beobachtete, da der so 
gewonnene Kérper stets noch kalkhaltig war, benutzte er spiter zu 
ihrer Abscheidung das schwer lésliche Bleisalz, welches dann durch 
Schwefelsiure zerlegt wurde. 

Als wesentlichen Unterschied der Apfelsiure von der Citronensiiure 
gibt Scheele die gréBere Léslichkeit des Kalksalzes der ersteren Siure 
und ihre Fiahigkeit bei der Einwirkung von Salpetersiure Oxalsiure 
zu liefern an. 

DaB der Forscher nach seiner Methode aus Friichten wirklich reine 
Apfelsiure abscheiden konnte, diirfte sehr zweifelhaft sein; er erhielt 
auch immer nur einen nicht kristallisierenden Syrup. Braconnot (Ann. de 
Chim. et de Phys. 8, 149, 1818) ist der Ansicht, daB Sceheeles Siure aus 
zwei Substanzen, Vogelbeerensiure und schleimiger Substanz bestand. 
Wie wenig die Scheelesche Methode geeignet ist, auch nur eine annihernd 
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quantitative Trennung von Apfelsiure und Citronensaure zu erzielen, 
zeigen die Untersuchungen von Hartwig Franzen und Eugen Schuh- 
_macher (Zeitschr. f. physiol. Chem. 115, 9, 1921) tiber die Sauren der 
Johannisbeeren, die nur ganz wenig Apfelsiure und iiberwiegend 
Citronensiure enthalten, waihrend Scheele in diesen Friichten annahernd 
gleiche Mengen der beiden Siuren auffand. Es diirfte deshalb durchaus 
nicht sicher sein, dap in allen von Scheele untersuchten Friichten wirklich 
A pfelstiure enthalten ist, da die benutzte Abscheidungsmethode und die 
Kennzeichnung der Sdure unzureichend war. Die von diesem Forscher 
untersuchten Friichte, die weiter unten aufgezihlt sind, miissen deshalb 
zunichst von der Liste der Apfelsiure fiihrenden gestrichen werden. 

Fast ausschlieBlich Apfelsiiure enthalten: Berberitzen, Berberis 
vulgaris, Hollunderbeeren, Sambucus nigra, Schlehen Prunus spinosa, 
Vogelbeeren, Pirus Aucuparia, Pflawmen, Prunus domestica. 

Zu gleichen Teilen Apfelsiure und Citronensiure. sind enthalten in 
den Stachelbeeren, Ribes grossularia, Johannisbeeren (rote, weibe, 
schwarze), Ribes rubrum, Heidelbeeren, Vaccinium Myrtillus, Mehl- 
beeren, Crataegus aria, Kirschen, Prunus Cerasus, Hrdbeeren, Fragaria 
vesca, blasse Brombeeren, Rubus Chamaemorus, Himbeeren, Rubus 
Idaeus. 

Viel Citronensiiure und wenig oder gar keine Apfelsiure enthalten 
Moosbeeren, Vaccinium oxycoccus, Preifelbeeren, Vaccinium Vitis idaea, 
Traubenkirschen, Prunus Padus, BittersiiB, Solanum dulcamara, Hage- 
butten, Rosa canina. 

L. Cadet (Ann. de Chim. 49, 250, 1804) vergor zuniachst den Saft der 
Friichte des Melonenbaumes, Carica papaya, neutralisierte dann mit Pott- 
asche und fallte durch Alkohol ein Kalksalz, das die ,,Kennzeichen“: des 
Calciummalats besaB, zerflieBlich war und mit Quecksilber- und Blei- 
nitratlésung Niederschlige gab. Der Bleiniederschlag gab mit Schwefel- 
siiure zersetzt ,,Apfelsiiure’. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

G. H. Stoltze (Berlin. Jahrb. f. Pharm. 21, 282, 1820) dampfte den 
wasserigen Auszug der Ringelblume, Calendula officinalis, zur Trockne ein 
und behandelte den Riickstand mit Wasser. Das Nichtgeléste war kalk- 
haltig und in Essig-, Salpeter- und Salzsiure leicht léslich. Die aus dem 
Kalksalz durch Zersetzen mit Schwefelsiiure gewonnene Siure kristallisierte 
nicht und ebensowenig ihre Alkalisalze. Daraus wird geschlossen, daB 
Apfelsiure vorlag. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


Vauquelin (Schweiggers Jahrb. d. Chem. u. Phys. 35, 456, 1822) ge- 
wann aus der Frucht des Boabab durch Behandeln mit Calciumcarbonat 
ein Kalksalz und zersetzte dieses durch Einwirkung von Schwefelsiure. 
Der aus dem Filtrat vom Gips durch Eindampfen erhaltene saure ziahe 
Sirup gab in wiisseriger Lésung mit Bleiacetat einen farblosen Nieder- 
schlag, der aber nicht kristallin wurde. 

Der Nachweis ist unzureichend. 
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Avequin (Journ. de Chim. médicale 7, 467, 1831) erhielt aus der Frucht 
des Advocat, Persea gratissima, Laurus Persea, ein Kalksalz und zersetzte 
dieses mit Schwefelsiiure; aus dem Filtrat vom Gips wurde durch Ein- 
dampfen ein Sirup erhalten, der nicht kristallisierte. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


Henri Braconnot (Ann. de Chim. et de Phys. 51, 328, 1832) dampfte 
den aus den Blattern von Geranium zonale gewonnenen PreBsaft zur Sirups- 
dicke ein und filtrierte von ausgeschiedenem Calciumtartrat ab; aus dem 
Filtrat schieden sich nach einigen Tagen kalkhaltige Kristalle in Form 
von abgeplatteten Prismen ab. Sie wurden durch Behandlung mit Soda- 
lésung in die Lésung des Natriumsalzes umgewandelt und diese mit Blei- 
acetatlésung versetzt, wobei ein Niederschlag entstand, der beim Stehen 
kristallin wurde; er schmolz beim Erhitzen mit Wasser und loéste sich 
teilweise darin auf. Durch Zersetzen des Bleiniederschlags mit Schwefel- 
wasserstoff und Eindampfen des Filtrats vom Bleisulfid wurde die freie 
Saure in kugeligen Kristallaggregaten erhalten. Ihre Lésung gab mit Kalk- 
und Barytwasser keinen, dagegen mit Bleiacetat einen weiBen Nieder- 
schlag, der beim Stehen kristallin wurde. Aus der Saéure konnte auch ein 
kristallisierendes Zinksalz gewonnen werden. Man hat den Eindruck, 
daB Braconnot tatsachlich Apfelsiure in Handen gehabt hat, worauf vor 
allen Dingen das Kristallinwerden des Bleiniederschlags und die Nicht- 
fillbarkeit mit Kalk- und Barytwasser hindeutet. Man kann immerhin 
als wahrscheinlich annehmen, daB in dem PreBsaft von Geraniwm zonale 
Apfelsdure enthalten ist. 


J. B. Trommsdorff (Ann. d. Chem. u. Phys. 10, 328, 1834) zog Gerber- 
sumach, Beeren von Rhus Coriaria, wiederholt mit kochendem Wasser aus 
und dampfte den Extrakt ein, wobei ein Kalksalz erhalten wurde, welches 
durch wiederholtes Umkristallisieren gereinigt werden konnte. Das aus 
dem Kalksalz gewonnene kristallisierende Bleisalz lieferte eine feste Saure, 
die aus warzenformig aggregierten Nadeln bestand. Aus der Siiure konnten 
gut kristallisierende saure Ammon- und Kalksalze gewonnen werden, 
deren Aussehen mit den entsprechenden apfelsauren Salzen tibereinstimmte. 
Auch in diesem Falle hat man den Eindruck, da8 Trommsdor{f reine Apfel- 
siure in Handen gehabt hat, worauf das Kristallisationsvermégen der 
Saure und ihres Bleisalzes und vor allen Dingen die Bildung von gut kristalli- 
sierenden sauren Ammon- und Kalksalzen hindeutet. Hs ist also immerhin 
wahrscheinlich, daB im Gerbersumach A pfelsdure vorhanden ist. 


L. F. Bley (Arch. d. Pharm. 18, 248, 1828) behandelte Himbeersa/t. 
Rubus Idaeus, mit Kreide und zog den entstandenen Niederschlag mit 
heiBem Wasser aus, um den leichter léslichen apfelsauren Kalk von zitronen- 
saurem zu trennen. Die wisserige Lésung wurde entkalkt und eingedampft. 
»Die Fliissigkeit ward filtriert und lieferte eine gelbbraune Saure von 
starker Sirupkonsistenz, welche sich im Feuer stark aufblahte und unter 
dem Geruch gerésteten Brotes verkohlte.‘* Kalkwasser gab einen flockigen, 
Bleiacetat einen kristallisierenden Niederschlag. Eisensalze gaben keinen 
Niederschlag, wurden aber durch Alkalien nicht wieder ausgefallt. Mercuro- 
nitrat gab einen weiBen, in Wasser unléslichen Niederschlag, Silbernitrat 
einen braunen. Zinn wurde aufgelést; die Lésung gab aber beim Ein- 
dampfen keine Kristalle. ,,Hieraus scheint mir kein Zweifel obzuwalten, 
gedachte Siure als unreine Apfelsiiure anzusprechen.“ 

Der Nachweis ist unzureichend. 
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Desrosne, Henry und Payen (Examen chimique et médicale du Monesia, 
Paris 1841) gewannen aus einem wiisserig-alkoholischen Auszug der Monesia- 
rinde, Lucuma glycyphloea, ein Kalksalz, daraus das _ kristallisierende 
Bleisalz und weiterhin die freie Saure. ,,Die freie Saure zeigte die charak- 
teristischen Eigenschaften der Apfelsiure.“‘ 

Der Nachweis in unzureichend. 

Hermann v. Allen (Amer. Journ. of Pharm. 52, 439, 1880) erhielt aus 
der wasserigen Lésung des atherischen Extrakts von Viburnum prunifolium 
mit Kalkwasser zunichst einen Niederschlag von zitronensaurem Kalk; 
das Filtrat lie8 avf Zusatz von Alkohol einen Niederschlag fallen, in welchem 
apfelsaurer Kalk vorliegen soll, weil das aus ihm hergestellte Bleisalz beim 
Erhitzen mit Wasser schmolz. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


E. Belzung (Journ. de Botanique 7, 221, 1893) halt die mikroskopischen 
spharischen Kristalle, welche beim Einlegen von Schnitten der Blatter 
von Euphorbia caput medusae, Euphorbia caerulescens und Euphorbia resi- 
nifera in Alkohol entstehen, fiir apfelsauren Kalk, weil sie sich in Wasser, 
nicht aber in einer gesattigten Lésung von apfelsaurem Kalk auflésen. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


A. Borntrdger und G. Paris (Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. Genu8m. 
1, 158, 1898) bestimmten die Apfelsiiure im Granatapfel, Punica Granatum, 
indem sie das Filtrat vom zitronensauren Kalk mit Alkohol versetzten, 
den Niederschlag abfiltrierten und die Asche titrierten. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

Albert P. Sy (Journ. of Franklin Inst. 166, 321, 1908) untersuchte 
Zuckerahornsaft, Acer saccharinum, in gleicher Weise wie A. Borntrdger 
und G. Paris den Granatapfel. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

F. Kuhlmann (Ann. de Chim. et de Phys. 24, 225, 1823) erhielt aus 
dem wisserigen Auszug der Krappwurzel, Rubia tinctorium, mit Baryt- 
wasser unter Zusatz von Alkohol einen Niederschlag, der durch Auflésen 
in Salzsiure und Fallen mit Ammoniak gereinigt wurde. Er bestand aus 
einer Mischung von wenig Calciumphosphat und einem in Wasser un- 
léslichen Bariumsalz, ,,dessen Saure von organischer Art sich in ihren Eigen- 
schaften der Apfelsiure zu nahern schien“. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

C. Riegel (Arch. d. Pharm., der ganzen Folge 105. Bd. oder (2) 55, 
150, 1848) gewann aus den Beeren der wilden Rebe, Vitis silvestris, durch 
Fallen des Saftes mit Bleisalzen einen Niederschlag, der mit Schwefel- 
wasserstoff zersetzt wurde; das Filtrat vom Bleisulfid gab mit Baryt- 
wasser eine Fillung, die als apfelsaurer Baryt angesehen wurde. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

J. F. Bohlig (Jahrb. f. prakt. Pharm. 8, 39, 1840) extrahierte Hanf, 
Cannabis sativa, und Brennessel, Urtica dioica, mit Alkohol, sattigte den 
Auszug mit Magnesia, dampfte zur Trockne ein und zog den Riickstand 
mit Alkohol aus. Das Nichtgeléste verhielt sich wie apfelsaures Magnesium. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

Henri Braconnot (Ann. de Chim. et de Phys. 8, 149, 1818) gewann 
aus dem Hauswurz, Sempervivum tectorum, ein in sechsseitigen Prismen 
kristallisierendes Kalksalz, aus welchem iiber das Bleisalz die freie Siure 
dargestellt wurde, die eine dicke Fliissigkeit war, welche im Trocken- 
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schrank kugelige Kristallgruppen absetzte. Die saure Fliissigkeit gab 
beim Erhitzen ein Sublimat von nadelférmigen Kristallen. Eine wisserige 
Lésung der Saéure wurde durch Blei-, Silber- und Quecksilbernitratlésung 
nicht gefallt; mit Bleiacetatlésung entstand aber ein kristallin werdender, 
beim Erhitzen mit Wasser schmelzender farbloser Niederschlag. Das 
Magnesium- und Zinksalz kristallisierten gut, das Natrium- und Kaliumsalz 
nicht. Hier hat man den Eindruck, daB8 Braconnot reine Apfelsiure in 
Hianden gehabt hat, worauf die Nichtfallbarkeit der Saure durch Blei-, 
Silber- und Quecksilbernitratlésung, ihre Fillbarkeit durch Bleiacetat- 
lésung, das Kristallinwerden des Bleiniederschlags sein Schmelzen beim 
Erhitzen mit Wasser, die gut kristallisierenden Magnesium- und Zinksalze 
und die nicht kristallisierten Alkalisalze hindeuten. Es ist also wahrscheinlich, 
dap im Hauswurz Apfelsdure vorhanden ist. 


L. Rabenhorst (Berlin. Jahrb. f. Pharm. 86, 99, 1836) zog den gemeinen 
Gagel, Myrica Gale, mit Wasser aus, neutralisierte den Extrakt mit Pott- 
asche, dampfte zur Trockne ein und destillierte den Riickstand aus einer 
Glasretorte. Er erhielt ein Destillat, ,,was stark sauer reagierte und alle 
Charaktere von Apfelsiure besai“. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


E. Goupil (Ann. de Chim. et de Phys. (3) 17, 503, 1846) fallte den 
wiasserigen Auszug von Tabakbldttern, Nicotiana Tabacum, mit Bleisalzen, 
zersetzte den Niederschlag mit Schwefelsiiure und gewann aus dem Filtrat 
vom Bleisulfat ein saures Ammonsalz, welches in rhombischen Prismen 
kristallisierte (Winkel der Schriigfliche 112°30', der Seitenfliche 137° und 
159°25’). Aus dem Ammonsalz wurde die freie Saiure iiber das Bleisalz 
als farblose warzenférmige Kristallgruppe erhalten. Der Bleiniederschlag 
war zunachst flockig, wurde dann aber kristallin und verlor bei 140° drei Mole- 
kiile Kristallwasser. Das Kalium-, Natrium- und Ammonsalz kristalli- 
sierten leicht. Beim Erhitzen in der Retorte wurde ein Sublimat erhalten, 
welches in Wasser leicht léslich war und mit Silber- und Bleisalzen Nieder- 
schlige gab. Letzterer wurde in verdiinnter Lésung kristallin und ebenso 
der Niederschlag mit Baryt. Aus 1 kg bei 100° getrocknetem Tabak wurden 
35 bis 40 g saures apfelsaures Ammon erhalten. Auch hier hat man wieder 
den Eindruck, da8 Goupil reine Apfelsiure in Handen gehabt hat; darauf 
deutet vor allen Dingen das gut kristallisierende saure Ammonsalz, der 
zunichst flockige, dann kristallin werdende Bleiniederschlag und sein 
Wassergehalt von drei Molekiilen hin. Es ist also héchst wahrscheinlich, dag 
im Tabak Apfelsdure enthalten ist. 


Ferdinand Daubrava (Wittsteins Vierteljahrsschr. f. prakt. Pharm. 8, 
337, 1854) gewann aus dem wiisserigen Auszug des Hirtentdschelkrauts, 
Capsella bursa pastoris, durch Fallen mit Bleisalzen einen Niederschlag, 
den er mit heiBem Wasser auszog; aus dem Auszug fiel ein weiBer pulveriger 
Korper aus, der unter Wasser schmolz und beim Erhitzen mit Schwefel- 
siure stechend riechende, saure Diampfe entwickelte, die auf Maleinsiiure 
zuriickgefiihrt werden. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


F, A. Flueckiger (Wittsteins Vierteljahrsschr. f. prakt. Pharm. 17, 
82, 1868; Fliickigers Pharmakognosie 1891, 3. Aufl., S. 197) erhielt aus 
Euphorbium, dem eingetrockneten Saft von Euphorbia resinifera, durch 
zweimalige Bleifaillung und Zersetzen des Niederschlags mit Schwefel- 
wasserstoff einen Sirup, der sich beim Trocknen in eine kérnige Masse 











202 H. Franzen u. E. Keyssner: 


verwandelte. Die wisserige Lésung gab mit Calciumchlorid und Ammoniak 
erst auf Zusatz von Alkohol einen Niederschlag. Beim Erhitzen in der 
Retorte wurden Nadeln und Blattchen von Malein- und Fumarsiure er- 
halten. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

Hermann Block (Arch. d. Pharm. 226, 953, 1888) stellte aus den Blattern 
und unreifen Friichten des Hfeus, Hedera helix, einen Bleiniederschlag 
her, zersetzte diesen und fallte das mit Kalkwasser neutralisierte Filtrat 
durch Alkohol. Die aus dem Kalksalz iiber das Bleisalz hergestellte Saure 
gab bei der Sublimation Fumarsaéure und Maleinséureanhydrid. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

Friedrich Oelze (Sitzungsber. d. physik.-mediz. Soc. Erlangen 22, 17, 
1890) stellte aus den Bliiten und Friichten der PreiBelbeere, Vaccinium 
vitis idaea, zunichst ein Bleisalz her, zersetzte dieses mit Schwefelsiure 
und atherte das Filtrat vom Bleisulfat aus. Aus dem durch Fallung mit 
Bleiacetat gewonnenen Bleiniederschlag wurde eine Saure erhalten, die, 
im Glihréhrehen erhitzt, ein Sublimat von Maleinsiureanhydrid gab, 
wahrend Fumarséure zuriickblieb. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

Bernhard Bérner (Diss. Erlangen 1829) verwandelte den aus den 
wisserigen Ausziigen der Bliiten von Arnica, Wohlverleih, Arnica montana, 
erhaltenen Bleiniederschlag durch Einwirkung von Sodalésung in eine 
Lésung der Natriumsalze, dickte diese ein und zog den Riickstand mit 
Alkohol aus, wobei Alkalisalze organischer Saéuren in Lésung gingen. Es 
wurde nachgewiesen, daB Oxalsiure, Weinsiure, Citronensiure und Bern- 
steinsiure nicht zugegen waren. Aus den Natronsalzen konnte mit Blei- 
acetat ein Niederschlag erhalten werden, der beim Erhitzen mit Wasser 
schmolz. Die freie Saiure gab bei 160 bis 170° ein Sublimat von durch- 
sichtigen, prismatischen, in Wasser kaum loslichen Kristallen — Fumar- 
siure —, wahrend sich Maleinsaure in Gestalt a4uBerst stechend riechender 
Dampfe verfliichtigte. Die wisserige Losung des Sublimats gab mit Silber- 
nitrat einen weiBen Niederschlag. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

Bille Gram (Landwirtsch. Versuchsstat. 57, 257, 1902) stellte aus dem 
Extrakt des Fenchelpulvers, Foeniculum capillaceum, durch zweimalige 
Bleifallung und Zersetzen des Bleiniederschlags eine Siaiure her. Diese 
gab beim Trocknen bei 100° nadelformige und federartige Kristaile. Beim 
Erhitzen auf 160° trat ein stechender Geruch auf und ein Sublimat, das 
oben aus Maleinsaure — leicht léslich in Wasser — , unten aus Fumarsiure — 
schwer léslich in Wasser, federformig verzweigte Kristalle — bestand. 
Das Zinksalz der Saure kristallisierte monoklin, das Bariumsalz in schmie- 
rigen Schuppen oder Krusten. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

F. Scurti und G. de Plato (Staz. sperim. agr. ital. 41, 435, 1908) stellten 
aus Apfelsinensaft, Citrus Aurantium, tiber die Bleifallung eine Saure her, 
die Palladiumchloriir reduzierte und deren Kupfersalz beim Erhitzen 
Fumarsiure gab. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


In einer Reihe von Arbeiten, die weiter unten aufgezahlt sind, wird 
so verfahren, daB8 die iiber den Bleiniederschlag erhaltene freie Saure mit 
Salpetersiiure behandelt und aus dem Auftreten von Oxalsiure auf Apfel- 
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saure geschlossen wird. Dieser Nachweis ist natiirlich unzureichend und die 
in diesen Arbeiten erwaihnten Pflanzen miissen zunichst aus der Liste 
der Apfelsiure fiihrenden gestrichen werden. 

Lesant (Journ. de Pharm. 8, 509, 1822): 

In den Kndllchen des eBbaren Cyperngrases. 

F. A. Pelerin (Journ. de Pharm. 8, 425, 1822): 

In den Knospen der Schwarzpappel, Populus nigra. 

Bourton-Chalard (Journ. de Pharm. 8, 131, 1822): 

In den Wurzeln von Ipomoea Turpethum, Convolvulus Turpethum. 

Gmelin und Badr (Schweiggers Jahrb. d. Chem. u. Phys. 85, 1, 1822). 

In der Seidelbastrinde, Daphne mezereum. 

Arthur Borntrdger (Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBm. 5, 
145, 1902). Nach der Vorschrift von Fresenius (Qualitative chemische 
Analyse, 13. Aufl., 8. 335). 

In den Friichten der Morgenldndischen Dattelpflawme, Diospyros Lotus, 
Virginischen Dattelpflaume, Diospyros virginiana, Dattelfeige, Diospyros 
Kaki, Mispel, Mespilus germanica, Sorbus domestica, Sandbeere, Arbutus 
Unedo, Japanische Mispel, Eriobotrya japonica, Banane, Musa sapientum. 


In einigen jetzt zu besprechenden Arbeiten wird die Menge der in 
Friichten usw. vorhandenen Apfelsiure quantitativ nach einem be- 
stimmten Analysengang ermittelt, ohne da jedoch von vornherein 
sichergestellt wird, da8 wtberhaupt Apfelsiure vorhanden ist, da8 an 
der betreffenden Stelle des Ganges nur diese Siure auftritt. Derartige 
Angaben haben, so lange wir iiber die chemischen Bestandteile der 
Friichte usw. nicht ganz genau unterrichtet sind, tiberhaupt keine Be- 


deutung; sie geben uns keine sichere Auskunft dariiber, ob tiberhaupt 
Apfelsiiure vorhanden ist, geschweige denn wieviel. Es ist sehr wohl 
mdoglich, daB an der betreffenden Stelle des Analysenganges ganz andere 
Sauren als Apfelsiure auftreten oder da neben dieser Siure noch andere 
mitbestimmt werden. Die in diesen Arbeiten erwaihnten Friichte usw. 
miissen zunichst von der Liste. der Apfelsiure fiihrenden gestrichen 


werden. 

J. M. Albahary (Ann. d. Falsific. 5, 147, C. 1912 (1), S. 1502; C. r. 
144, 1232, 1907) verfahrt in folgender Weise: Der Fruchtsaft wird bei 100° 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, der Riickstand fein gepulvert und 
zunachst im Soxhletapparat mit Chloroform ausgezogen, wodurch das Fett, 
der gré8te Teil des Farbstoffs und Alkaloide entfernt werden. Dann wird 
mit Ather und schlieBlich mit Alkohol extrahiert und so die Mengen der 
in freiem Zustande vorhandenen Siauren ermittelt. Zur Gewinnung der 
in gebundenem Zustande vorkommenden Siauren wird der extrahierte 
Riickstand mit verdiinnter alkoholischer Salzsiure auf dem Wasserbade 
erwirmt, filtriert, gewaschen, das Filtrat mit Ammoniak neutralisiert und 
der Alkohol verjagt. Der Riickstand wird mit dem Extrakt der freien 
Sauren, die ebenfalls mit Ammoniak neutralisiert werden, vereinigt und 
das Ganze mit Bleiacetat gefillt. Der Niederschlag wird abfiltriert, noch 
feucht 1 Stunde mit verdiinnter Essigsiure auf 70° erhitzt, wobei nur das 
apfelsaure Blei in Lésung geht, filtriert, neutralisiert und mit dem doppelten 
Volumen Alkohol versetzt, wobei das apfelsaure Blei vollstandig ausfallt. 
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Nachdem die Apfelsiure in Freiheit gesetzt ist, wird sie entweder als Kalksalz 
oder titrimetrisch bestimmt. Auf diese Weise wurde die Apfelsaiure in 
folgenden Friichten ermittelt: Apfel, Birne, Zwetsche, Pflaume, Reinc- 
claude, Mirabellen, Pfirsich, Aprikose, Kirsche, Sauerkirsche, Weintraube 
Erdbeere, Himbeere, Johannisbeere, Moosbeere, amerikanische Heidelbeere. 
Gegen diese Methode sind schwerwiegende Bedenken zu erheben. Es 
scheint auBerst unwahrscheinlich, daB durch Behandeln des Bleinieder- 
schlags mit verdiinnter Essigsiure bei 70° lediglich apfelsaures Blei in Lésung 
geht. Wabhrscheinlich ist vielmehr, daB auch ein Teil der anderen Sauren 
mit gelést wird. Deshalb ist auf die quantitativen Angaben nicht der 
geringste Wert zu legen. Ferner wurde nicht nachgewiesen, ob iiberhaupt 
Apfelsiure vorlag. Wie wenig Wert auf die Angaben von Albahary zu 
legen ist, geht auch daraus hervor, daB er in den Johannisbeeren erheblich 
mehr Apfelsiure als Citronensiure fand, waihrend nach den Untersuchungen 
von Hartwig Franzen und Eugen Schuhmacher (Zeitschr. f. physiol. Chem. 
115, 9, 1921) die Menge der Citronensiure in diesen Friichten rund 47mal 
so groB ist wie die der Apfelsiure. ‘ 

Der Nachweis ist unzureichend. 

Richard Kissling (Chem.-Ztg. 22, 1, 1898; 28, 2, 1899) bestimmte 
den Gehalt der Tabakblatter, Nicotiana Tabacum, an Apfelsdure auf folgen- 
dem Wege: Der wisserige Extrakt wird ausgeaithert und die in Ather 
léslichen Saéuren mit Barytwasser versetzt. wobei zitronensaurer Baryt 
ausfallt, der bei 0° abfiltriert wird. Aus dem Filtrat wird das apfelsaure 
Barium durch Ather-Alkohol gefallt und aus der Menge des beim Ver- 
aschen entstehenden Bariumcarbonats die Apfelsiure berechnet. Die 
Methode wurde an Gemischen von Apfelsiure und Citronensiiure ausprobiert. 
Die Ergebnisse sind ,,zwar keine glinzenden, aber doch ziemlich befrie- 
digend“. 

Zum qualitativen Nachweis der Apfelsdure ist die Methode unzureichend. 

F. Muttelet (Ann. d. Falsific. 2, 383, 1909; C. 1910 (1), S. 376) benutzt 
ein Verfahren, welches auBer auf Apfelsiure auch auf Weinsiiure und 
Citronensaéure Riicksicht nimmt. Die von den Stielen befreiten Friichte 
werden zerquetscht, filtriert, das Filtrat mit dem gleichen Volumen Alkohol 
versetzt und die Pektinstoffe abfiltriert. .25 oder 50 cem des Filtrats werden 
mit n/l1 KOH unter Benutzung von Phenolphthalein als Anzeiger neutra- 
lisiert, mit einer 5proz. Bariumbromidlésung in 85proz. Alkohol versetzt, 
mit 96proz. Alkohol auf 100 ccm aufgefiillt und durchgeschiittelt. Der 
Niederschlag, in welchem die Barytsalze der Apfelsiure, Weinsaiure und 
Citronensiure enthalten sind, wird am nachsten Tage abfiltriert und mit 
kleinen Mengen 75proz. Alkohol ausgewaschen. Die Barytsalze werden 
in wenig mit Salzsiure angesiiuertem Wasser aufgenommen, das Barium 
mit Schwefelsiure ausgefallt, das Filtrat vom Bariumsulfat mit n/l1 KOH 
neutralisiert, mit 1 cem Essigsiure angesiuert, 2 ccm einer 5proz. Kalium- 
bromidlésung und so viel Alkohol-Ather hinzugegeben, bis eine homogene 
Mischung entsteht, und 48 Stunden stehen gelassen. Das Kaliumbitartrat 
wird dann abfiltriert, in heiBem Wasser gelést und mit n/10 KOH titriert. 

Das Filtrat vom Kaliumbitartrat wird mit 1% Volumen 96proz. Alkohol 
versetzt, gut durchgeschiittelt, iiber Nacht stehen gelassen, der Nieder- 
schlag abgesaugt, mit Alkohol 1: 2 ausgewaschen, in mit Salzsiure an- 
gesiiuertem Wasser gelést, das Barium mit verdiinnter Schwefelsiure 
gefallt und das Bariumsulfat gewogen. Sein Gewicht mit 0,548 multi- 
pliziert, gibt die Menge der Citronenséure. In dem Filtrat vom Barium- 
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sulfat wird die Citronensaiure als Kalksalz oder besser nach der Reaktion 
von Denigés mit Quecksilber und Kaliumpermanganat nachgewiesen. 
Zur Bestimmung der Apfelsiure wird das Filtrat und die Wasch- 
fliissigkeit vom Bariumcitrat auf 30 cem eingedampft, mit dem doppelten 
Volumen 96proz. Alkohol versetzt und das ipfelsaure Barium am nichsten 
Tage abfiltriert. Es wird in wenig verdiinnter Salzsiiure gelést, das Barium 
durch Schwefelsiure ausgefiillt und das Bariumsulfat gewogen; sein Ge- 
wicht mit 0,574 multipliziert, ergibt die Menge der Apfelsiure. In dem 
Filtrat wird die Apfelsiure durch das Bleisalz gekennzeichnet. Auf diesem 
Wege fand Muttelet Apfelsiiure in den Sauerkirschen, Kirschen und Erdbeeren. 
Zum qualitativen Nachweis von A pfelsdure ist die Methode unzureichend. 


Rudolf Kunz (Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBm. 6, 721, 
1903), Rudolf Kunz und Franz Adam (Zeitschr. d. ésterr. Apotheker-Ver. 
44, 243, 1906; C. 1906 (1), S. 1849) verwenden zur quantitativen Bestimmung 
der Apfelsiiure ebenfalls ein Verfahren, welches auBer auf diese Siure auch 
noch auf Zitronensiure und Weinsiéure Riicksicht nimmt. 

100 cem Fruchtsaft werden annaihernd mit Natronlauge neutralisiert, 
mit Bleiacetat gefallt, der Niederschlag mit Schwefelwasserstoff zersetzt, 
das Filtrat vom Bleisulfid mit Natronlauge neutralisiert, auf 25 cem ein- 
gedampft, Chlorammonium- und Chlorcalciumlésung hinzugefiigt und tiber 
Nacht stehen gelassen. Weinsiure scheidet sich unter diesen Umstinden 
als Calciumtartrat aus; der Niederschlag mu aber mikroskopisch gepriift 
werden, da bei Anwesenheit gréB8erer Mengen Citronensaure sich ein Teil 
dieser ebenfalls als Calciumsalz abscheiden kann. 

Das Filtrat vom Calciumcitrat wird mit der zehnfachen Menge Alkohol 
versetzt, der Niederschlag nach einigen Stunden abgesaugt, mit Alkohol 
gewaschen, in einer Platinschale mit 10 ccm 10proz. Sodalésung zersetzt, 
10 cem 10proz. Natronlauge hinzugefiigt, auf dem Wasserbade vollstiindig 
zur Trockne eingedampft und dann 2 Stunden im Trockenschrank auf 
120 bis 130° erhitzt, wobei das apfelsaure Natrium in fumarsaures Natrium 
iibergeht. Die Salzmasse wird dann in verdiinnter Salzsiure gelést und 
die Lésung mit Ather ausgezogen. Ist Apfelsiure vorhanden, so bleibt 
beim Verdunsten des Athers ein Riickstand von Fumarsiure, die leicht 
an ihrer Schwerléslichkeit in Wasser und nach dem Umkristallisieren aus 
Wasser an ihrer charakteristischen Kristallform erkannt werden kann. 
Ist keine Apfelsiure vorhanden, dann hinterla8t der Ather beim Verdunsten 
nur einen ganz geringfiigigen sauren Riickstand, der sich in Wasser leicht lost. 


Zum qualitativen Nachweis der Apfelsdure ist die Methode unzureichend. 
Auf diese Weise wurde Apfelsiiure in den Heidelbeeren, Stachelbeeren, 
Kirschen, Aprikosen und Pflaumen nachgewiesen. 


G. Paris (Chem.-Ztg. 26, 248, 1902; C. 1902(1), S. 1114) fallte aus 
dem Saft der Hrdbeeren, Fragaria elatior, zunichst den zitronensauren 
Kalk und dann durch Zusatz von Alkohol den apfelsauren Kalk; dieser 
wurde verascht und die Alkalinitaét des Riickstandes durch Titration er- 
mittelt und daraus die Menge der Apfelsiure berechnet. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

F. Wosolsobe und J. Zellner (Monatsh. f. Chem. 35, 1525, 1914) unter- 
suchten Tabakswurzeln, Nicotiana Tabacum, auf die darin enthaltenen 
mehrbasischen Saiuren nach dem Verfahren von Albahary und _ priiften 
die einzelnen Niederschlige qualitativ; die Reaktion von Denigés trat 
sehr kraftig und die von Stahre (Zeitschr. f. analyt. Chem. 41, 177) ganz 
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deutlich auf; es wird geschlossen, daB Apfelsiture und Citronensaure héchst 
wahrscheinlich in den Tabakwurzeln vorhanden sind. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

A. Vogel (Gilberts Ann. 61, 230, 1819) weist zunichst darauf hin, 
daB Vogelbeerensiiure und Apfelsiure identisch sind; weiter wird dann 
die Gewinnung von Apfelsiure mit Hilfe des Bleisalzes aus Weichselkirschen, 
Prunus Mahaleb, Berberitzenbeeren, Berberis vulgaris, und Hauswurz, Semper- 
vivum tectorum, beschrieben. Die aus diesen Pflanzen gewonnene Saure 
lieferte ein kristallisiertes Bleisalz, welches unter Wasser schmolz. Die 
kristallisierende Saéure gab beim Erhitzen ein Sublimat. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

Julius Zellner (Zeitschr. f. physiol. Chem. 104, 2, 1919) befreite den 
aus lufttrockenen Blattern von Agave americana erhaltenen wisserigen 
Auszug durch Zusatz von Alkohol von Kohlehydraten und fiigte dann 
Ammoniak hinzu, wodurch apfelsaurer Kalk gefallt wurde.- Aus diesem 
wurde iiber das Bleisalz die freie Saure erhalten. ,,Das charakteristische 
Verhalten des Blei- und Calciumsalzes, sowie die Bildung von Fumarsiiure 
bei Erhitzen auf 170° lassen keinen Zweifel dariiber, daB hier Apfelsiiure 
vorliegt. ** 

Der Nachweis ist unzureichend. 

Houton-Labillardiére (Ann. de Chim. (2) 8, 214, 1818) gewann aus dem 
Hauswurz, Sempervivum tectorum, tiber das Kalk- und Bleisalz die freie 
Saiure. Durch den Vergleich dieser und ihrer Kalium-, Natrium-, Ammo- 
nium-, Calcium-, Strontium-, Barium- und Bleisalze mit den analogen 
K6rpern aus der Vogelbeerensiure wurde die Identitat der beiden Korper 
nachgewiesen. 

Nach den Angaben diirfte es wahrscheinlich sein, daB im Hauswurz 
Apfelséure enthalten ist. 

Henry Braconnot (Ann. de Chim. 65, 277, 1808; 70, 255, 1809) fallte 
den Auszug einer Reihe Pflanzen mit Bleinitrat und zersetzte den Nieder- 
schlag mit Schwefelwasserstoff oder Schwefelsiure. Zur Kennzeichnung 
der so gewonnenen freien Saure diente die Léslichkeit des Bleisalzes in 
Essigsiure, die Schwerléslichkeit des Kalksalzes, die sirupartige Beschaffen- 
heit der freien Saure und bisweilen die Kristallisierbarkeit des Ammon- 
salzes. So wurde Apfelsiure in folgenden Pflanzen nachgewiesen: gelber 
Eisenhut, Aconitum Lycoctonum, Weinraute, Ruta graveolens, Wasserdost, 
Eupatorium cannabinum, Bauerniabak, Nicotiana rustica, Kartoffel, So- 
lanum tuberosum, Wunderblume, Mirabilis jalapa, Spinat, Spinacia oleracea, 
Kapuzinerkresse, Tropaeolum majus, Ricinus, Ricinus communis, Honig- 
klee, Trifolium meliotus officinalis, Krapp, Rubia tinctorum, Fdrberwau, 
Reseda luteola, Staphylea pimata, Zwergjlieder, Attich, Sambucus Ebulus, 
Nachtkerze, Oenothera biennis, Lychnis dioica, Chaerophyllum silvestre, 
Actaea spicata, weife Zaunriibe, Bryonia alba, Flieder, Syringa vulgaris, 
Geranium pratense, Baldrian, Valeriana officinalis. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

Grotthus (Schweiggers Journ. f. Chem. u. Phys. 11, 281, 1814) erhielt 
aus dem wisserigen Auszug des Bliitenstaubs der T'ulpen, Tulipa Gesne- 
riana, auf Zusatz von Alkohol einen flockigen Niederschlag, dessen wasserige 
Lésung mit Bleiacetat einen in Essigsiure léslichen Niederschlag gab. 
Das Filtrat von den Flocken gab beim Einengen einen Sirup. Aus diesen 
Reaktionen wird auf die Anwesenheit von Apfelsiure geschlossen. 

Der Nachweis ist unzureichend. 
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Henry Braconnot (Ann. de Chim. (1) 74, 276, 1810) fallte den Saft 
griiner NuBschalen, Juglans regia, mit Bleiacetat, zerlegte den Nieder- 
schlag mit Schwefelwasserstoff und dampfte das Filtrat vom Bleisulfid 
ein; dann wurde Calciumearbonat hinzugefiigt, erhitzt und filtriert; beim 
Eindampfen wurde eine kérnige, gefiirbte Masse erhalten; durch Behandeln 
mit kaltem Wasser loste sich der apfelsaure Kalk; der unlésliche Teil wurde 
mit Schwefelsiiure zersetzt und dabei eine noch durch Apfelsiure ver- 
unreinigte Citronensaiure erhalten. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

W. Griining (Arch. d. Pharm. 220, 594, 1882) extrahierte je 200 g der 
Rhizome der weiBen und gelben Teichrose, Nymphaea alba und lutea, 
mit Wasser, fallte zunachst die Gerbsiiture durch Kupferacetat aus, ent- 
fernte das Kupfer durch Schwefelwasserstoff und fallte dann mit Blei- 
acetat. Der Bleiniederschlag wurde mit Schwefelwasserstoff zerlegt, das 
Filtrat vom Bleisulfid mit Natronlauge neutralisiert und mit Chlorealcium 
und Kalkwasser versetzt. Der verhaltnismiBig groBe Niederschlag enthielt 
die Kalksalze der Weinsiéure und Oxalsaure. ,,Das Filtrat vom Kalknieder- 
schlag schied beim Erhitzen zitronensauren Kalk ab; die davon abfiltrierte 
Lésung wurde mit Alkohol fraktioniert gefallt; zuerst fiel Calciumcitrat, 
dann apfelsaurer Kalk aus.“ 

Der Nachweis ist unzureichend. 

R. Kissling (Chem.-Ztg. 28, 3, 1899) wendet zur quantitativen Be- 
stimmung von Oxalsiure, Apfelsiure und Citronensiure im Tabak, Nico- 
tiana Tabacum, das folgende Verfahren an: der mit Schwefelsaiure an- 
gesiiuerte Tabak wird mit Ather extrahiert, die Siauren in Wasser auf- 
genommen und die Lésung mit Barytlésung titriert. Durch Zusatz von 
20proz. Alkohol wird zuniichst Bariumoxalat und Citrat fast vollstandig 
ausgefallt und durch Zusatz von 70proz. Alkohol dann das Bariummalat. 
In einer besonderen Probe wird die Menge der Oxalsiure ermittelt. Nach 
Kissling ist diese Methode keine quantitative, jedoch eine ziemlich be- 
friedigende. Bei Vergleichsversuchen wurden annihernd die zugesetzten 
Mengen der drei Siiuren wiedergefunden. 

Zum Nachweis der Apfelsdure ist diese Methode unzureichend. 

C. Griebel (Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBm. 19, 241, 1910) 
untersuchte Moosbeeren, Vaccinium oxycoccos, PreiBelbeeren, Vaccinium 
Vitis Idaea und Kranbeeren, Vaccinium macrocarpum, nach der Methode 
von Jérgensen (Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBm. 18, 241, 1907) 
und fand Apfelsaiure, aber in wesentlich geringerer Menge als Citronensaure. 

Zum sicheren Nachweis von Apfelscure ist diese Methode unzureichend. 


Arbeiten, in denen die Anwesenheit von Apfelsiure in Pflanzen durch 
quantitative Analyse der Siure selbst oder ihrer Abkiémmlinge festzustellen 
versucht wird. 


Vauquelin (Ann. de Chim. et de Phys. 6, 337, 1817) unterwarf 50 Liter 
Vogelbeersajt, Pirus Aucuparia, zunaichst der Girung und stellte dann iiber 
das Kalk- oder Bleisalz die freie Saure her, die in Form von warzenférmigen, 
sehr zerflieBlichen Kristallanhaufungen erhalten wurde. Beim Erhitzen gab 
sie ein weiBes nadelférmiges Sublimat ; die wasserige Lésung gab mit Kalk- und 
Barytwasser keinen, mit Bleiacetatlésung einen flockigen, bald kristallin 
werdenden Niederschlag und bei der Behandlung mit Salpeterséure Oxalsiure. 
Die quantitative Analyse der freien Saure fiihrte zum Verhiltnis H,C,0O3. 

Der Nachweis ist unzureichend. 
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Henri Braconnot (Ann. de Chim. et de Phys. 6, 239, 1817) gewann 
aus unreifen Vogelbeeren, Pirus Aucuparia, tiber das Kalk- und Bleisalz 
die ,,Vogelbeerensiure™. Sie selbst und ihre Alkalisalze, mit Ausnahme 
des sauren Ammonsalzes, konnten nicht kristallisiert erhalten werden. 
Die Analyse einer Reihe von Salzen gab Werte, die von den berechneten 
betrachtlich abwichen. 

Der Nachweis ist wnzureichend. 

Bérard (Ann. de Chim. et de Phys. (2) 16, 225, 1821) bestimmte die 
Apfelsaiure in den Aprikosen, Johannisbeeren, Kirschen, Pflawmen, Pfirsichen, 
Birnen auf folgendem Wege: 100g von Schalen und Kernen befreite 
Friichte wurden zerquetscht, abgepreBt, der PreBriickstand mit warmem 
Wasser ausgezogen, der Saft 1 Stunde zum Sieden erhitzt, die abgeschie- 
denen Flocken abfiltriert, das Filtrat zur Sirupdicke eingedampft und der 
Riickstand bei 70° getrocknet. Die Masse wurde dann mit 40griidigem 
siedenden Alkohol behandelt, von den Gummistoffen abfiltriert, das Filtrat 
zur Trockne eingedampft und der Riickstand nochmals in gleicher Weise 
behandelt. Dann wurde in Wasser gelést, mit Kali neutralisiert und mit 
Bleinitrat gefallt. Der Niederschlag wurde abfiltriert, gewaschen, getrocknet, 
gewogen und als apfelsaures Blei in Rechnung gezogen. In den Bleinieder- 
schligen wurde der Basengehalt zu 66,74% gefunden, wihrend sich fiir 
C,H,O;Pb 66,13% PbO berechnen. Wenn die Ubereinstimmung auch 
nicht schlecht ist, so miissen in den Bleiniederschlag natiirlich auch Citronen- 
siure, die in den Johannisbeeren z. B. in itiberwiegender Menge vorhanden 
ist, Weinsiure usw. hineingehen, so daB die Ubereinstimmung nur eine 
zufallige sein kann, 

Der Nachweis ist unzureichend. 

Just. Liebig (Ann. de Chim. et de Phys. 48, 259, 1830; Ann. d. Chem. 
5, 141, 1833; Poggendorffs Ann. 28, 195, 1833) stellte aus Vogelbeerensaft, 
Pirus Aucuparia, mit Hilfe des Bleiniederschlags Apfelsiure her und gewann 
aus dieser verschiedene Saize. Die Kohlenwasserstoffwerte der Saure selbst 
stimmen mit den berechneten sehr gut iiberein, ebenso die Silberwerte 
des Silbersalzes; weniger gute Werte lieferte das Bariumsalz und schlechte 
das Zink- und Magnesiumsalz. Die Analysen geniigen jedoch vollstaindig, 
um sicherzustellen, dab in den Vogelbeeren Apfelsdure enthalten ist. 

F. L. Winkler und J. E. Herberger (Jahrb. f. prakt. Pharm. 2, 201, 
1839) gewannen beim Eindampfen des mit Hausenblase geklirten Saftes 
aus Stengeln und Blittern des Rhabarbers, Rheum undulatum und Rheum 
palmatum, eine braune kristalline Masse, die nach wiederholtem Um- 
kristallisieren rein weiBe, unregelmaBige Kristalle bildeten. Sie waren in 
Wasser ziemlich leicht léslich, in absolutem Alkohol kaum und nicht zer- 
flieBlich. Es lag wahrscheinlich saures Kaliummalat vor. Aus der wisserigen 
Lésung des Salzes wurde durch Silbernitratlésung ein weiBer Niederschlag 
erhalten, dessen Silbergehalt mit dem fiir apfelsaures Silber berechneten 
iibereinstimmte. Aus dem sauren Kaliumsalz wurde iiber das Bleisalz 
die freie Siure gewonnen; sie bildete hygroskopische sdulige Kristillchen, 
die sich ,,durch ihr Verhalten gegen Ammoniak, Kalkwasser usw. als reinste 
Apfelsiure kundgaben‘‘. Die Silberbestimmung allein geniigt nicht, um die 
Natur der fraglichen Sdure als Apfelsdure sicherzustellen; da das qualitative 
Verhalten der Sdure nicht ndher geschildert ist, kann nur mit Wahrschein- 
lichkeit angenommen werden, daB im Rhabarber A pfelsdure enthalten ist. 


Fr. Ilisch (Ann, d. Chem, u. Pharm. 51, 246, 1844) gewann aus Kar- 
toffelknollen, Solanum tuberosum, in der tiblichen Weise iiber den Blei- 
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niederschlag eine wisserige Liésung der Saéuren und fillte diese nochmals 
mit Bleiacetat. Die nach dem Zersetzen des Bleiniederschlags mit Schwefel- 
wasserstoff erhaltene Lésung wurde durch Zusatz von Kalkmilch von 
Phosphorsaure und ein Teil der Lésung nach dem Ansiuern mit Salpeter- 
saure durch Zusatz von Silbernitratlésung von Chlorionen befreit. Auf 
Zusatz von Ammoniak fiel dann ein weiBer Niederschlag von apfelsaurem 
Silber aus, der bei 100° getrocknet wurde. Ein weiterer Teil wurde nach 
Beseitigung des phosphorsauren Kalks gekocht, wobei sich apfelsaurer 
Kalk abschied. Die beiden Salze wurden der Analyse unterworfen (Metall- 
und Kohlenwasserstoffbestimmung) und mit den berechneten iiberein- 
stimmende Werte erhalten. Ls ist also sicher, daB in den Kartoffelknollen 
Apfelsiure enthalten ist. 

E. Luck (Ann. d. Chem. 54, 112, 1845) fallte den wiisserigen Auszug 
von getrocknetem Wermutkraut, Artemisia Absinthium, mit Bleiacetat, 
zerlegte den Bleiniederschlag mit Schwefelwasserstoff, befreite das Filtrat 
von Kalk- und Magnesiumsalzen und auch von Phosphaten, fallte wieder 
mit Bleiacetat und zerlegte den Niederschlag mit Schwefelwasserstoff. 
Aus dem Filtrat vom Bleisulfid wurde durch Einwirkung von Kupferoxyd 
ein gummiartiges Kupfersalz gewonnen, welches wiederum mit Schwefel- 
wasserstoff zerlegt wurde. Das Filtrat vom Kupfersulfid wurde zur Sirup- 
dicke eingeengt und mit Ather ausgezogen, wobei nur ein geringer kalk- 
haltiger Riickstand ungelist blieb. Die nach dem Verdunsten des Athers 
erhaltene Saure gab in wisseriger Lésung mit Calciumchloridlésung erst 
auf Zusatz von Alkohol einen Niederschlag. Der Bleiniederschlag schmolz 
beim Erhitzen mit Wasser und kristallisierte aus der erkaltenden Lésung 
in Nadeln und Blattchen. Die Analysen des Silber- und Bleisalzes (Metall- 
und Kohlenwasserstoffbestimmung) gaben auf Silbermalat und Bleimalat 
+ 3 Wasser stimmende Werte. Js ist also sicher, daB im Wermutkraut 
Apfelsdure enthalten ist. 

A. Chodnew (Ann. d. Chem. 58, 283, 1845) gewann aus unreifen 
Zwetschen, Pirus domestica, einen kristallisierenden Bleiniederschlag, daraus 
schén kristallisierendes apfelsaures Ammon und auch das Silbersalz. Die 
Analysen des Silbersalzes (Metall- und Kohlenwasserstoffbestimmung) 
stimmen mit den fiir apfelsaures Silber berechneten tiberein. In gleicher 
Weise wurde aus unreifen Stachelbeeren, Ribes Grossularia, Apfelsiure 
hergestellt; Analysen sind jedoch in diesem Falle nicht angegeben. Es 
ist also sicher, daB in den Zwetschen Apfelsdéure vorhanden ist, wihrend thr 
Nachweis fiir Stachelbeeren unzureichend ist. 

H. Schwarz (Ann. de Chem. 84, 83, 1852) erhielt aus dem Safte un- 
reifer Trauben, Vitis vinifera, durch Kalkmilch k6érnige Kristalle, die durch 
Einwirkung von Salpetersiure in das saure Salz umgewandelt wurden. 
Die Kalkbestimmungen stimmen wohl mit dem von Schwarz fiir die Forme] 
2 (CaO— Ma) 5 aq berechneten Werte iiberein, sind aber doppelt so hoch, 
als sich fiir sauren apfelsauren Kalk + 6 Wasser berechnen. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


C. Bertagnini (Il nuovo cimento 2, 306, 1855) gewann aus dem Safte 
der Friichte von Cerasus caproniana mit Kalkmilch apfelsauren Kalk und 
daraus durch Einwirkung von Salpetersiure saures apfelsaures Calcium. 
Der mit Bleiacetat erhaltene Niederschlag zeigte die Eigenschaften des 
Bleimalats. Die Analysen des Bleisalzes (Blei- und Kohlenwasserstoff- 
bestimmung) gaben gut auf C,H,O,Pb.3 H,O stimmende Werte und die 
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des sauren Calciumsalzes (Calcium- und Wasserbestimmung) gute Zahlen 
fiir (C,H,O;),Ca.6 H,O. 

In den Friichten von Cerasus caproniana ist also Apfelsdure enthalten. 

Tichanowitch (Krit. Zeitschr. f. Chem. 8, 197, 1863) zog Wermut- 
blatter, Artemisia Absinthium, mit Alkohol aus, fallte mit Bleiacetat, 

zersetzte den Bleiniederschlag mit Schwefelwasserstoff, engte das Filtrat 
vom Bleisulfid ein und atherte den Riickstand aus. Durch wiederholtes 
Fallen des Atherléslichen mit Bleiacetat wurde eine Reinigung versucht 
und schlieBlich das saure Ammonsalz gewonnen, welches trotz Umkristalli- 
sieren nicht rein war. Das Bleisalz schmolz beim Erhitzen mit Wasser 
und kristallisierte beim Erkalten aus. Die Bleibestimmung gab keine 
guten Werte. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

Carl Schreiner (Wittsteins Vierteljahrsschr. f. prakt. Pharm. 5, 207, 
1856) stellte aus Schlehensaft, Prunus spinosa, ein Bleisalz her, das aus 
Essigsiure umkristallisiert wurde. Blei- und Wasserbestimmung gaben 
nach Schreiners Berechnung Werte, die auf apfelsaures Blei -+- 2 Wasser 
stimmten. Die Analyse des bei 145° getrockneten Salzes (Kohlenwasser- 
‘stoffbestimmung) gab auf apfelsaures Blei sehr gut stimmende Werte. Da 
die Analyse eines einzelnen Salzes, namentlich des Bleisalzes, nicht zu- 
reichend ist, um die Apfelsaure sicher zu kennzeichnen, kann nur als wahr- 
scheinlich angenommen werden, daB in den Schlehen Apfelsdure enthalten ist. 

Friedr. Gintl (Sitzungsber. Wien. Akad. d. Wiss., math.-naturw. 
Klasse 59 (2), 51, 1869) extrahierte getrocknete Blatter der Esche, Fraxinus 
excelsior, mit Wasser, fallte den Auszug in der Kalte mit Bleiacetat, zog 
den Niederschlag mit heiBer 5proz. Essigsiure aus und zerlegte das beim 
Erkalten ausfallende Bleisalz mit Schwefelwasserstoff. Das zur Sirupdicke 
eingedampfte Filtrat vom Bleisulfid wurde mit Alkohol aufgenommen, 
der Alkohol verjagt und aus dem Riickstand nach dem Lésen in Wasser 
und Abfiltrieren von harzigen Ausscheidungen das saure Ammonsalz her- 
gestellt, welches umkristallisiert wurde. Aus diesem wurde tiber das Bleisalz 
die freie Siure erhalten, die iiber Schwefelsiure im Vakuum nach langerer 
Zeit zu einem nahezu festen kriimeligen Kristallkuchen erstarrte. Durch 
Aufnehmen in Ather und Verdunstenlassen des letzteren wurde die Apfel- 
siure vollkommen rein erhalten. 35 Pfund getrocknete Blatter gaben 15 g 
Apfelsiure, deren Schmelzpunkt bei 85 bis 85,5° lag; ihre wasserige Lésung 
drehte die Polarisationsebene; beim Erhitzen auf 150° wurde Fumarsaure 
erhalten. Die Analysen der freien Saure, des Silber-, Blei-, Barium-, Calcium- 
und sauren Ammonsalzes gaben mit den berechneten gut iibereinstimmende 
Werte. Es ist also sicher, daB in den Bldttern der Esche Apfelsdure ent- 
halten ist. 

H. Ritthausen (Jahrb. f. prakt. Chem. (2) 2, 339, 1870) gewann aus 
dem Extrakt der Samen der gelben Lupine, Lupinus luteus, durch Fallen 
mit Bleiacetat oder Calciumchlorid Niederschlige, die durch erneutes 
Fallen oder Umkristallisieren gereinigt wurden. Die aus den Salzen ge- 
wonnene freie Séure war farblos und kristallisierte beim Stehen iiber 
Schwefelsiure in glanzenden, zu Gruppen vereinigten Saulen; sie war 
optisch inaktiv. Die Analysen des Blei- und Calciumsalzes (Metall- und 
Kohlenwasserstoffbestimmung) gaben Werte, die auf die Formeln C,H,0O,Pb 
bzw. C,H,O,Ca gut stimmten. Wenn auch die Analysen der Salze gut 
stimmende Werte gaben, so erscheint es doch zweifelhaft, ob Ritthausen 
wirklich reine Apfelsiure in Handen gehabt hat, da die angewandte Rei- 
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nigungsmethode nicht ganz zureichend erscheint und es versiumt wurde, 
die Saure durch qualitative Reaktionen niher zu kennzeichnen. Bedenklich 
erscheint vor allen Dingen die optische Inaktivitat der Saure. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

Friedr. Rochleder (Jahrb. f. prakt. Chem. (2) 1, 436, 1870) erhielt aus 
dem Safte der Sauerkirschen, Prunus cerasus, Cerasus acida, durch Fallen 
mit Bleiacetat einen kristallisierenden Niederschlag; die aus diesem ge- 
wonnene Siaure erstarrte beim Stehen iiber Schwefelsdure kristallinisch. 
Alle Eigenschaften sprachen dafiir, daB diese Saure Apfelsaure sei. Zum 
Uberflu8 wurde noch eine Analyse derselben ausgefiihrt.‘* Die eine Kohlen- 
wasserstoffbestimmung gab sehr gute auf Apfelsiure stimmende Werte. 
Da nur eine Analyse der freien Saiure ausgefiihrt wurde und die quali- 
tativen Eigenschaften der Siure nicht angegeben sind, kann das Vorkommen 
der Apjelsdéure in den Sauerkirschen nicht als vollstandig sicher angenommen 
werden; es ist nur wahrscheinlich. 

Adolf Mayer (Landw. Vers.-Stat. 21, 298, 1878) erhielt aus verdunkelten 
und belichteten Blattern von Bryophyllum calicinum und Crassula arbo- 
rescens durch Versetzen des Saftes mit Alkohol ein Kalksalz, welches durch 
wiederholtes Lésen in Wasser und Wiederausfallen mit Alkohol gereinigt 
wurde. Aus diesem wurde noch das Blei- und Silbersalz gewonnen und 
auch die freie Saiure hergestellt. Da das Bleisalz und das saure Calciumsalz 
nicht kristallisierten und die freie Saure ebenfalls nicht zur Kristallisation 
zu bringen war und in wasseriger Lésung nach rechts drehte, wurde an- 
genommen, daB eine isomere Apfelsiure vorlag (Crassulaceendpfelsiure). 
Die Analysen des Kalksalzes (Kalk- und Wasserstoffbestimmung), des 
Bleisalzes (Bleibestimmung) und des Silbersalzes (Silber- und Kohlen- 
wasserstoffbestimmung) gaben die berechneten Werte. 

Die von Adolf Mayer angewandte Isolierungs- und Reinigungsmethode 
des Kalksalzes geniigt keineswegs, um sicher reinen apfelsauren Kalk zu 
erhalten. Wenn die Analysen auch befriedigende Werte gaben, so kann 
dies auf einem Zufall beruhen. Bedenklich ist, daB weder die freie Saure, 
noch das Kalksalz zur Kristallisation zu bringen war. Man gewinnt jeden- 
falls aus der Arbeit nicht die Uberzeugung, daB der Forscher reine Apfel- 
sdure und ihre Salze in Hiinden gehabt hat. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

Ludwig Haitinger (Monatsh. f. Chem. 2, 485, 1881) weist durch quanti- 
tative Analysen nach, daB die von Lietzenmayer (Diss. Erlangen, 1878) 
aus dem Schéllkraut, Chelidonium majus, gewonnene Siure im wesentlichen 
aus Citronensiure besteht. Neben dieser konnte Apfelséure in Form ihres 
Kalksalzes gefaBt werden. Die freie Saure kristallisierte in strahlig grup- 
pierten Nadeln, die bei 100° schmolzen und optisch aktiv waren («p = 3,66°). 
Die Analysen des Magnesiumsalzes (Wasser- und Magnesiumbestimmung) 
gaben gut auf apfelsaures Magnesium + 5 Wasser stimmende Werte. 
Es dirfte wohl sicher sein, daB im Schéllkraut A pfelsdure enthalien ist. 

Ernst Schmidt (Arch. d. Pharm. 224, 535, 1886) erhielt aus dem Safte 
der Dunkelpflanzen von Bryophyllum calycinum, durch Zusatz von Alkohol 
ein Kalksalz, welches durch Umbkristallisieren aus verdiinnter Salpeter- 
sdure ein saures Calciumsalz lieferte; seine Analyse (Ca-Bestimmung) gab 
die fiir sauren apfelsauren Kalk berechneten Werte. Aus den Tagpflanzen 
von Bryophyllum und von Sempervivum konnte auf die gleiche Weise kein 
kristallisierendes saures Calciumsalz gewonnen werden. Uber das Bleisalz 
und das kristallisierende saure Ammonsalz wurde das Silbersalz gowonnen, 
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welches 20,3 °% Wasser enthielt, was einem apfelsauren Silber + 5 Wasser 
entspricht. Die Analyse des bei 100° getrockneten Salzes (Silber- und 
Kohlenwasserstoffbestimmung) gab auf apfelsaures Silber gut stimmende 
Werte. Unter den bei 170° auftretenden Zersetzungsprodukten war Fumar- 
siure nicht nachzuweisen. Aus der Arbeit gewinnt man den Eindruck, 
da8 Ernst Schmidt in dem aus der Tagpflanze von Bryophyllum gewon- 
nenen Calciumsalz wahrscheinlich Caleitummalat in Hiainden gehabt hat, 
weil er durch Einwirkung von Salpetersiure ein kristallisierendes saures 
Salz gewinnen konnte, welches den berechneten Calciumgehalt aufwies. 
Anders liegt die Sache aber bei den beiden Nachtpflanzen. Die stimmenden 
Analysen kénnen Zufall sein. Bedenklich ist, da8 kein kristallisierendes 
saures Calciumsalz erhalten werden konnte, ferner der hohe Wassergehalt 
des Silbersalzes und das Nichtauftreten von Fumarsiure unter den Zer- 
setzungsprodukten beim Erhitzen. Der Nachweis, daB in letzterem Falle 
Apfelséure vorlag, ist also wnzureichend, wahrend man mit Wahrscheinlich- 
keit annehmen kann, daB in den Dunkelpflanzen von Bryophyllum Apfel- 
sdure enthalten ist. 


G. Henke (Arch. d. Pharm. 224, 729, 1886) extrahierte den eingetrock- 
neten Milchsaft von Euphorbia resinifera, sogenanntes Euphorbium, zu- 
nachst mit Petrolather, dann mit Alkohol und zuletzt mit angesiuertem 
Wasser. Nach Zugabe von Schwefelsiture wurde mit Ather extrahiert 
und der Ather verdunstet, wobei ein stark saurer Sirup erhalten wurde, 
der bei langerem Stehen iiber Schwefelsiiure zu einer kérnigen gelben 
Substanz eintrocknete. Durch Behandeln mit Tierkohle wurde der K6érper 
farblos erhalten und schmolz dann bei 100°. Die wisserige Lisung gab 
mit Calciumchloridlésung und Ammoniak erst auf Zusatz von Alkohol 
einen Niederschlag. Bei der Analyse des Calciumsalzes (Calciumbestimmung) 
ist anscheinend ein Irrtum unterlaufen. Aus den angegebenen Analysen- 
daten berechnet sich ein Calciumgehalt von 22,20% (ber. 22,29 %), waihrend 
13,01 % (ber. 13,61%) angegeben sind. Aws den Angaben geht mit Wahr- 
scheinlichkeit hervor, daB in Euphorbia resinifera Apfelsdure enthalten ist. 
Ferner wird angegeben, da8 auch in Euphorbia Cattinandro, Euphorbia 
Tiruealli, Euphorbia tetragona und Euphorbia antiquorum Apfelsiure 
enthalten ist. 

In einer Reihe von Euphorbiaarten wird auch noch mikroskopisch 
ein Nachweis von Apfelsiiure in der Weise versucht, da®8 der Saft ein- 
gedunstet und die abgeschiedenen Kristalle mit Petrolather behandelt 
werden, wobei sie zum Teil léslich sind. Die in Petrolather nicht léslichen 
waren in Wasser léslich und zeigten die Kristallformen des Calciummalats. 

In den folgenden Euphorbiaarten wurde auf die eine oder andere 
Weise Apfelsiure mehr oder weniger reichlich gefunden: Eu. Lathyrus, 
Eu. Myrsinites, Eu. orientalis, Eu. virgata, Eu. Lagascae, Eu. humifusa, 
Eu. splendens, Eu. canariensis, Eu. trigona, Eu. neriifolia, Eu. virosa, 
Ku. palustris, Eu. Gerardiana, Eu. verrucosa, Eu. exigua, Eu. Cyparissias. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

Edmund O. v. Lippmann (Ber. d. deutsch. chem. Ges. 24, 3299, 1891) 
konnte aus bei der Zuckerfabrikation aus Beta vulgaris erhaltenen Kalk- 
niederschlagen durch Zersetzen mit Schwefelsiure, Fallen mit Bleiacetat 
oder Aufnehmen des neutralen Ammonsalzes mit 97proz. Alkohol reine 
Apfelsiure in biischelférmigen Kristallen erhalten. Schmelzpunkt gegen 
100°. «yp = —1,96°. Die Analysen des Kalksalzes (Calcium- und Wasser- 
bestimmung) und des Silbersalzes (Silberbestimmung) gaben die fiir diese 
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Salze berechneten Wertz. Es diirfte sicher sein, daB in der Zuckerriibe Apfel- 
sdure enthalten ist. 

J. H. Aberson (Ber. d. deutsch. chem. Ges. 31, 1432, 1898) stellte aus 
verschiedenen Crassulaceen: Bryophyllum calycinum, Echeveria secunda 
glauca, Cotyledon, Hauswurz, Sempervivum tectorum, Sedum purpurescens 
und Mauerpjfeffer, Sedum acre, iiber die Bleifaillung die Saéure der Crassu- 
laceen, zwecks Studium der sogenannten Crassulaceeniipfelsiure, dar. Die 
erhaltene Siure zeigte von der gewéhnlichen Apfelsiure Abweichungen 
im Verhalten; die Analysen verschiedener Derivate gaben die fiir Apfel- 
siurederivate verlangten Zahlen. Da man aber aus der Arbeit nicht ersehen 
kann, auf die Apfelsiure welcher Pflanzen sich die Analysen beziehen, 
miissen die weiter oben aufgefiihrten Crassulaceen zuniichst aus der Liste 
der Apfelsiiure fiihrenden gestrichen werden. ' 

Der Nachweis ist unzureichend. 

Salomon Frankfurt (Landw. Vers.-Stat. 43, 167, 1894) extrahierte 
etiolierte Keimpflanzen der Sonnenblume, Helianthus annuus, mit Wasser, 
fallte den Auszug mit Mercurinitrat, zersetzte den Niederschlag mit Schwefel- 
wasserstoff, neutralisierte das Filtrat vom Quecksilbersulfid mit Ammoniak 
und dunstete iiber Schwefelsiure ein. MHierbei fiel zunaichst Asparagin, 
dann Glutamin aus. Die Mutterlaugen dunsteten bei weiterem Stehen 
iiber Schwefelsiure zu einem Kristallbrei von apfelsaurem Ammon ein. 
Aus den angegebenen qualitativen Reaktionen ist zu ersehen, daB das 
Praparat auch nach mehrmaligem Umbkristallisieren nicht ganz rein war. 
Das Silbersalz zeigte den fiir apfelsaures Silber berechneten Silbergehalt. 
Da der stimmende Silberwert Zufall sein kann und das qualitative Ver- 
halten des Ammonsalzes nicht einwandfrei war, muB der Nachweis als 
unzureichend angesehen werden. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

Paul Metzger (Diss. Miinchen 1896) fallte den wisserigen Auszug von 
Eichenholz, Quercus robur, mit Bleiacetat, zersetzte den Niederschlag 
mit Schwefelwasserstoff und fallte aus dem Filtrat durch Kalkwasser 
und Calciumchloridlésung Weinsiure und Oxalsiure aus. Aus dem Filtrat 
von dem Niederschlag wurde durch Zusatz von Alkohol ein Kalksalz er- 
halten, aus dem itiber das Bleisalz eine weiSe kristalline Masse gewonnen 
wurde, die beim Erhitzen im Rohre ein weiBes Sublimat bildete. Der 
Silberwert des Silbersalzes stimmt auf apfelsaures Silber. Die Silber- 
bestimmung allein geniigt nicht, um die Saéure zu kennzeichnen. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

H. Erdmann (Ber. d. deutsch. chem. Ges. 32, 335, 1899) erhielt aus 
dem Safte der reifen Beeren des Sanddorns, Hippophaé rhamnoides, durch 
Neutralisieren mit Kreide ein Calciumsalz, dessen Calciumgehalt auf ein 
Calciummalat + 1,5 Wasser stimmte. Zur Kennzeichnung wurde die 
freie Saiure durch Erhitzen mit konzentrierter Schwefelsiure in Cumalin- 
siure umgewandelt, die durch ihren Schmelzpunkt, 200°, durch Uber- 
fiihrung in Cumalinsiuremethylester, Cumalamidsiuremethylester und 
Oxynicotinsaure iiberfiihrt wurde. Es diirfte sicher sein, daB in den Beeren 
des Sanddorns Apfelsdure enthalten ist. 

N. Castoro (Landw. Vers.-St. 56, 423, 1902) gewann aus dem Safte 
der Rharbarberstengel, Rheum officinale, durch Zusatz von Strontium- 
hydratlésung apfelsaures Strontium, welches nach mehrmaligem Um- 
kristallisieren nadelférmige Kristalle, bisweilen auch Blattchen bildete, 
die in kaltem Wasser schwer léslich waren. Mit Bleiacetatlésung wurde 
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ein beim Erwarmen schmelzender, beim Erkalten kristallisierender Nieder- 

schlag erhalten. Die freie Saure kristallisierte allmahlich in glinzenden, 

zu Biischeln vereinigten Nadeln, die bei 99 bis 100° schmolzen. Die Drehung 
einer 3,6proz. Lésung war «p = — 5,76°. Wasser- und Strontiumbestim- 
mungen des Strontiumsalzes gaben gut auf apfelsaures Strontium + 4 Wasser 
stimmende Werte. Das bei 100° getrocknete Zinksalz gab fiir apfelsaures 
Zink gut stimmende Werte. Ls diirfte sicher sein, daB in den Stengeln des 
Rhabarbers Apfelsdure enthalien ist. 

H. Euler und I. Bolin (Zeitschr. f. physik. Chem. 69, 194, 1909) er- 
hielten aus dem PreBsaft von frischen, von Stengeln befreiten Luzerne- 
pflanzen, Medicago sativa, durch Fillen mit Alkohol Kalksalze, die durch 
Erwairmen mit Bariumcarbonat in Bariumsalze umgewandelt wurden. 
,.In dem schwer léslichen Anteil war auBer Mesoxalsiure Apfelsiiure vor- 
handen, deren Bariumsalz sich in Krusten am Boden des Kristallisations- 
gefiiBes ausschied.‘‘ Da die Menge zum Umkristallisieren nicht ausreichte, 
wurde nur eine Bariumbestimmung ausgefiihrt, die jedoch zu _niedrige 
Werte gab. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

W. H. Warren (C. 1911 (2), 8.1118; Journ. Amer. Chem. Soc. 338, 
1205, 1911) empfiehlt zur Darstellung von Apfelsiure Sugarsand aus 
Ahornsaft. Das aus diesem gewonnene, mehrfach umkristallisierte saure 
Kalksalz enthielt 9,66% Ca (ber. 9,61%). Die daraus gewonnene freie 
Apfelséure bildete eine schneeweiBe kristalline Masse. Aus diesen An- 
gaben folgt, daB im Zuckerahornsaft, Acer saccharinum, wahrscheinlich 
Apfelsdure enthalten ist. 

Edmund O. v. Lippmann (Ber. d. deutsch. chem. Ges. 47, 3094, 1917) 
erhielt aus den kalkhaltigen Riicksténden von der Zuckerdarstellung aus 
Zuckerahornsaft, Acer saccharinum, Apfelsiure in weiSen, ziemlich zer- 
flieBlichen Nadelchen, die gegen 100° schmolzen. «p = — 3,1°. Die Kohlen- 
wasserstoffbestimmung gab die fiir Apfelsiure berechneten Werte. Auch 
die Silberbestimmung des Silbersalzes und die Calcium- und Wasser- 
bestimmung des sauren Calciumsalzes waren in guter Ubereinstimmung 
mit den berechneten Werten. Es diirfte sicher sein, daB im Zuckerahornsaft 
Apfelsdure enthalten vst. 

Hartwig Franzen und Eugen Schuhmacher (Zeitschr. f. physiol. Chem. 
115, 9, 1921) fallten Johannisbeersaft, Ribes rubrum, mit Bleiacetat, zer- 
legten den Niederschlag mit Schwefelwasserstoff, veresterten das so ge- 
wonnene Gemisch der freien Saéuren mit Athylalkohol und unterwarfen 
das Estergemisch der fraktionierten Destillation. Aus den zwischen 125 
bis 140° siedenden Fraktionen konnte durch Einwirkung von Hydrazin- 
hydrat Apfelsiuredihydrazid von dem in der Literatur angegebenen Schmelz- 
punkt 177 bis 179° und dem berechneten Stickstoffgehalt erhalten werden. 
Auch die aus dem Hydrazid gewonnene Benzylidenverbindung zeigte den 
von Curtius und von Hofe angegebenen Schmelzpunkt 164°. Es diirfte 
sicher sein, daB im Johannisbeersaft Apfelsdéure enthalten ist. 

Von A. H. Spohr (diese Zeitschr. 57, 95, 1913; C. 1914 (1), S. 158) 
wurde der ausgepreBte Saft von Opuntia versicolor mit tiberschiissigem 
gepulverten Calciumcarbonat versetzt, rasch zum Sieden erhitzt, das 
Gemisch bei Zimmertemperatur stehen gelassen, bis es neutral war, und 
dann filtriert. Aus dem Filtrat kristallisierte beim Einengen apfelsaurer 
Kalk, welcher durch zweimaliges Umkristallisieren gereinigt wurde. Eine 
Kalkbestimmung gab einen gut auf apfelsauren Kalk stimmenden Wert. 
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Eine einzige Kalkbestimmung geniigt keinesfalls, um apfelsauren Kalk 
sicher zu kennzeichnen. Hs kann héchstens als wahrscheinlich angenommen 
werden, dap in Opuntia versicolor Apfelséure vorhanden ist. 

E. A. Mann und W. H. Ince (Proc. Roy. Soc. 79, 485, 1907) erhielten 
aus dem wiisserigen Auszug von gepulvertem Ozxylobium parviflorum einen 
Bleiniederschlag und daraus durch Zersetzen mit Schwefelwasserstoff eine 
Fliissigkeit, welche mit Silber- und Bleisalzen in der Kalte einen Nieder- 
schlag gab, mit Calciumsalzen aber erst beim Kochen. Nach Entfernung 
der Schleimstoffe wurden hygroskopische Kristalle erhalten, welche bei 
100° schmolzen. Die Elementaranalyse der freien Siure und die Kalk- 
bestimmung im Kalksalz gaben auf Apfelsiiure bzw. apfelsauren Kalk gut 
stimmende Werte. 

Es diirfte also sicher sein, daB in Oxylobium parviflorum Apfelsdure 
enthalten ist. 

Hartwig Franzen und Fritz Helwert (Zeitschr. f. physiol. Chem. 122, 
46, 1922) und Hartwig Franzen und Rudolf Ostertag (Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 122, 263, 1922) fallten den Saft der Vogelkirschen, Prunus avium, 
und den PreBsaft der Blatter von Echeveria secunda glauca mit Bleiacetat, 
zerlegten den Bleiniederschlag, verwandelten die Sauren in die Ester, 
fraktionierten diese und fiihrten die einzelnen Fraktionen in die Hydrazide 
bzw. deren Benzylidenverbindungen iiber. Apfelsiuredihydrazid wurde in 
beiden Fallen sicher aufgefunden und durch seine Eigenschaften und die 
Elementaranalyse gekennzeichnet. 

Es ist sicher, daB im Safte der Vogelkirschen und in den Bldttern von 
Echereria secunda glauca Apfelsdure enthalten ist. 
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Zusammenfassung. 

Bei einer kritischen Durchsicht der Literatur zeigt sich, dap die all- 
gemein verbreitete Ansicht, Apfelséure sei als ein im Pflanzenreich weit 
verbreiteter Koérper nachgewiesen, nicht halibar ist. Wahrscheinlich isi 
A pfelsiure nachgewiesen in folgenden Pflanzen: 1.Geranium zonale 
(Blatter). 2.Gerberswmach, Rhus Coriaria (Beeren). 3. Hauswurz, 
Sempervivum tectorum ( Blatter). 4. Tabak, Nicotiana Tabacum ( Blatter ). 
5. Rhabarber, Rheum undulatum (Stengel und Blitter). 6. Rhabarber, 
Rheum palmatum (Stengel und Blitter). 7. Schlehe, Prunus spinosa 
(Friichte). 8. Sauerkirsche, Prunus cerasus (Friichte). 9. Bryophyllum 
calycinum (Blatter). 10. Ewphorbia resinifera (Milchsaft). 11. Opuntia 
versicolor (Blatter); und sicher in den folgenden: 1. Vogelbeere, Pirus 
Aucuparia (Beeren). 2. Kartoffel, Solanum tuberosum (Knollen). 
3. Wermut, Artemisia Absinthium (Kraut). 4. Zwetsche, Pirus dome- 
stica (Friichte). 5. Cerasus caproniana (Friichte). 4. Esche, Fraxinus 
excelsior ( Bldtter). 7. Schéllkraut, Chelidonium majus (Kraut). 
8. Zuckerriibe, Beta vulgaris ( Riibe). 9. Sanddorn, Hippophae rhamnoides 
(Beeren). 10. Rhabarber, Rhewm officinale (Stengel). 11. Zuckerahorn, 
Acer saccharinum (Blutungssaft). 12. Johannisbeeren, Ribes rubrum 
(Friichte). 13.Oxylobium parviflorum (Kraut). 14. Vogelkirschen, 
Prunus avium (Friichte). 15. Echeveria secunda glauca ( Bliitter). 





Uber den EinfluB von Dextrinen auf die Kristallisation 
von Maltose. 


Von 
L. de Hoop und M. J. van Tussenbroek. 


(Aus dem Institut fiir chemische Technologie der Technischen Hochschule 
Delft.) 


(Eingegangen am 9. November 1922.) 


Bei den bis heute in der Literatur angegebenen Darstellungsweisen 
von Maltose wird zur Erlangung von gut kristallisierenden Produkten 
eine Extraktion des maltosehaltigen Sirups mit Alkohol angewendet'). 
Aus diesem Maltosedextringemisch wird dann die Maltose herausgelést, 
wahrend die in Alkohol unléslichen dextrinartigen Stoffe zuriickbleiben. 
Ohne diese Alkoholextraktion ist es bis nun nicht gelungen, den ge- 
nannten Maltosesirup zur unmittelbaren Kristallisation zu bringen. 
Es wiire von groBer technischer Bedeutung, wenn es gelange, diese 
unmittelbare Kristallisation zu erzielen, und es ist daher nicht zu ver- 
wundern, dafs verschiedene neuere Untersuchungen sich mit dieser 
Frage beschaftigt haben. 

Die ersten Versuche in dieser Richtung sind nacheinander von den 
franzésischen Chemikern Cuisinier und Effront angestellt worden?). Beide 
konnten jedoch keine Ergebnisse verzeichnen. 

Auf Grund ihrer Untersuchungen haben Maquenne und Roux getrachtet, 
den Vollstandigkeitsgrad der diastatischen Umsetzung bei verschiedenen 


Wasserstoffionenkonzentrationen zu ermitteln. Sie behaupten, nach- 
gewiesen zu haben, daB unter bestimmten Umstinden die Reaktion: 


Starke +> Maltose 


quantitativ in der Maltoserichtung verlaufen kann*). Als Beweis hierfiir 
fiihren sie an, daB es ihnen gelungen ist, mehr als 100% Maltose im Reak- 
tionsprodukt analytisch nachzuweisen. Unmittelbar kristallisierende Sirupe 
erhalten sie hierbei jedoch nicht. 

Die einzigen Untersuchungen, die etwas Positives in dieser Richtung 
ergeben haben, sind die von Falch*), der unter bestimmten Bedingungen 


1) Soxhlet, Journ. f. prakt. Chem. (2) 21, 276, 1880; Herzfeld, Ann. 
220, 211, 1883. 

2) Cuisinier, Jahresber. d. Chem. 1884, 8. 803. 

3) Maquenne und Rouz, C. r. 142, 124ff., 1906. 

*) Falch, Zeitschr. f. d. ges. Brauwesen 48, 281, 289, 296, 306, 1920. 
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derartige unmittelbar kristallisierende Sirupe erhalten zu kénnen angibt; 
gleichwohl ist er selbst der Meinung, daB seiner Methode noch keine tech- 
nische Bedeutung zugesprochen werden kann. 

Bei der Uberpriifung seiner Arbeitsmethode jedoch ist es uns nicht 
gelungen, praktische Ergebnisse zu erhalten, so daB wir geneigt sind, seine 
einigermaBen optimistischen Auffassungen als voreilig zu betrachten. 

Es ist natiirlich méglich, zu versuchen, auf dem von EFffront ein- 
geschlagenen Wege weiter zu gehen und fiir die diastatische Umsetzung 
derart giinstige Bedingungen zu schaffen, daB ein geniigender Reinheits- 
grad der Endprodukte erreicht wird, um diese zur unmittelbaren Kristalli- 
sation zu bringen; in dieser Richtung haben wir denn auch eine Reihe 
von Untersuchungen ausgefiihrt, worauf wir jedoch erst spater zuriick- 
zukommen gedenken. 


Bei diesen Untersuchungen haben wir natiirlich erwogen, inwieweit 
die erwihnte unmittelbare Kristallisation des Maltosesirups theoretisch 
méglich ist, und dies ist denn auch der Leitgedanke bei den zu be- 
richtenden Untersuchungen gewesen. Diese betrafen hier mehr den 
speziellen Einflu8B, den Dextrine auf die Kristallisation der Maltose 
ausiiben. Wir kénnen hierbei sofort zwei scharf unterschiedene Meinungen 
einander gegeniiberstellen. 


Die erste Gruppe von Forschern, die hauptsachlich in Frankreich 
vertreten ist, behauptet, daB es mdglich sei, die quantitative Umsetzung 
von Starke in Maltose durchzufiihren und selbstredend also kristallisations- 
hemmende Nebenprodukte auszuschalten. Diese Ansicht wurde, wie schon 
erwahnt, zuerst von Maquenne und Roux ausgesprochen’). In einer friiher 
erschienenen Abhandlung hat einer von uns schon dargelegt, daB, wenn 
es geliinge, diesen quantitativen Abbau nach Magquenne und Rouz nach- 
zamachen, das Stirkeabbauproblem endgiiltig gelést wire?). 

Nach der zweiten Auffassung, die gegenwartig vor allem in Deutsch- 
land und Schweden die meisten Anhanger hat, gibt es im allgemeinen 
keinen Beweis fiir diesen von Maquenne und Roux angenommenen quanti- 
tativen Abbau®). 

Beide Gruppen nehmen an, da der Abbau in zwei Perioden verlauft, 
einer Hauptverzuckerungs- und einer Nachverzuckerungsperiode; die erste 
mit einem genau untersuchten physikalisch-chemischen Verlauf; die letztere 
ist noch nicht genau untersucht worden, jedoch ist bekannt, daB sie um 
vieles langsamer vor sich geht als die Hauptverzuckerungsperiode. Die 
erste Periode soli nach den neuesten Untersuchungen nur zu einer 75proz. 
Umsetzung fiihren, wihrend die zweite Periode allein nach den Anhangern 
von Maquennes Theorie iiber 100 Gew.-Proz. Maltose geben soll. 


Wir werden uns vorlaufig hierin fiir keine Partei entscheiden, 
obwohi wir, solange es uns nicht gelungen ist, die quantitative Maltose- 
bildung selbst zu erhalten, mehr zu der zweiten als zu der ersten Auf- 
fassung neigen; um so mehr als bei einigem Nachdenken klar wird, daB 


1) Maquenne und Rouz, |. e. 

2) L. de Hoop, Chem. Weekblad 19, 106, 1922. 

3) Euler und Svanberg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 112, 193, 1920; 
Luers und Wasmund, Fermentforschung 5, 169— 235, 1922. 
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? 


die analytisch erhaltenen Ergebnisse von Maquenne und Roux niemals 
richtig sein kinnen. Haben doch diese Forscher als Kriterium fiir die Um- 
setzung das Reduktionsvermégen des Endsirups in bezug auf Fehling sche 
Lésung gewahlt, wobei das Kupfer nach Bertrand bestimmt wurde. 

Es ist nun ohne weiteres klar, daB diese Reduktionszahl in dem 
komplizierten Gemisch von Kohlehydraten, das in dem Sirup anwesend 
ist, niemals ein richtiges Bild der Maltosebildung geben kann, so dab 
die Zahlen von Maquenne und Rouz fiir den Maltosegehalt nur relativen, 
aber keinen absoluten Wert haben. Mit Recht sagt dann auch, unserer 
Meinung nach, Pringsheim'), dab die gegenwiirtigen Auffassungen?) 
von der Konstitution der Stirke sich in keiner Weise auf diese Unter- 
suchungen stiitzen diirfen. Das Auffinden eines anderen analytischen 
Kriteriums scheint iiberdies sehr schwierig zu sein, wir haben bis heute 
in der Literatur keinerlei Andeutung in dieser Richtung finden kénnen. 
Das auf der Hand liegende Kombinieren von Reduktion mit Polarisation 
fiihrt nach eigener Erfahrung auch nicht zu positiven Ergebnissen; 
solange der Mechanismus der Abbaureaktion nicht aufgeklart ist, 
kann man aus den gefundenen Zahlen doch nicht den wirklichen Maltose- 
gehalt berechnen. 

Wir haben ebensowenig ein analytisches Kriterium dafiir auffinden 
kénnen, wir haben als Kennzeichen ausschlieBlich Gebrauch gemacht 
von dem Kristallisieren oder Nichtkristallisieren der erhaltenen Sirupe. 
Hiermit war nun auch gleichzeitig der Vorteil verbunden, daB die tech- 
nische Wichtigkeit des Abbauproblems, wie wir dies schon im Anfang 
darlegten, nicht aus dem Auge verloren wurde. Wir haben dabei voraus- 
gesetzt, daB, wenn das Endprodukt der Reaktion einen geniigenden 
Reinheitsgrad besitzt, unmittelbare Kristallisation méglich sein muB. 
Diese Voraussetzung stiitzt sich darauf, dab, wenn wir reine Maltose 
von Merck oder die fiir bakteriologische Zwecke hergestellte Maltose 
R. A. L., die uns durch die ,,Etablissements Kuhlmann‘ in Paris freund- 
lichst zur Verfiigung gestellt wurde, in Wasser auflésten, und die Lésung 
zu einem Sirup eindampften, dieser Sirup binnen einiger Stunden 
vollstindig auskristallisierte. Dasselbe war der Fall mit der in unserem 
Laboratorium hergestellten Maltose, die durch die schon genannte 
Alkoholextraktion des Maltosesirups erhalten worden war. 

Wir haben nun die verschiedenen Faktoren untersucht, die bei den 
Endprodukten des diastatischen Abbaues_kristallisationshemmend 
wirken kénnen. Diese lassen sich unserer Meinung nach in einige Gruppen 
einteilen, und zwar: 


1) Pringsheim, Zeitschr. f. angew. Chem. 35, 345, 1922. 
2) Karrer u. a., Helv. Chim. Acta 3, 620, 1920; 4, 185, 249, 263, 678, 
811, 1921; 5, 129, 1922. 
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1. Dextrine und dextrinartige Stoffe, einschlieBlich die weaig 
bekannte Isomaltose. 

2. Organische Stickstoffverbindungen: LEiweiBstoffe und ihre 
Abbauprodukte. 

3. Anorganische Verbindungen. 

4, Eventuell vorhandene Zucker von niedrigem Molekulargewicht, 
z. B. Hexosen (Glucose). 

Den unter 3. genannten Einflu8 anorganischer Verbindungen 
haben wir bis jetzt noch nicht eingehend untersucht. Eine Unter- 
suchung in diesem Sinne ist auch nicht einfach, wenn man die groBe 
Anzahl Kombinationen bedenkt, in welchen diese Verbindungen auf- 
treten kénnen. 

Wir haben bloB festgestellt, daB Phosphate, die aus der Stirke 
herrihren kénnen, in jenen Mengen, wie sie dem Aschegehalt des Sirups 
gemiB darin vorkommen_ kénnen, nicht kristallisationshemmend 
wirken. 

Es ist jedoch wohl merkwiirdig, daB bei der Extraktion des Sirups 
mit 80 bis 90°% Alkohol, worin zweifellos ein betrichtlicher Teil dieser 
anorganischen Verbindungen in Lésung geht, gut kristallisierende 
Produkte erhalten werden, so daB wir geneigt waren, den EinfluB dieser 
Art von Verbindungen nicht fiir sehr. betrachtlich anzusehen. 

Den unter 4. angefiihrten Einflu8 von Zuckern mit niedrigem 
Molekulargewicht haben wir, soweit es Glucose betrifft, experimentell 
untersucht. Wir fanden, daB ein Gemisch von 95% Maltose und 5% 
Glucose, wovon beide Bestandteile fiir sich allein gut kristallisierten, 
ebenfalls gute Kristallisation gab. Da mehr als 5°, Glucose auf Grund 
friiherer Literaturangaben bestimmt nicht erwartet werden kann, 
glauben wir feststellen zu diirfen, daB wir auch diesen vierten Faktor 
ausschalten kénnen. 

Wir haben nun untersucht, inwieweit organische Stickstoffver- 
bindungen kristallisationshemmend wirken kénnen. Wir haben dazu 
Gemische von Maltose mit EiweiSstoffen und Abbauprodukte von 
EiweiBstoffen gemacht. Beim Zufiigen von 5% getrocknetem Hihner- 
eiweiB war von einem kristallisationshemmenden EinfluB nichts zu 
bemerken. Zusatz von EiweiBabbauprodukten ergab ebensowenig eine 
Beeinflussung. Versuche wurden ausgefiihrt mit 4%, Pepton, «-Glutamin- 
siure, Asparaginsiure und Glykokoll. 

Hiermit glauben wir die wichtigsten Nebenumstande in Rechnung 
gezogen zu haben und wir kommen nun zu unseren Versuchen mit den 
Dextrinen, die nach allen Literaturangaben den eigentlichen kristalli- 
sationshemmenden Faktor bilden sollen. Bevor wir jedoch zu einer 
Besprechung dieser Versuche iibergehen kénnen, miissen wir erst einiges 
iiber die Kristallisationshemmung selbst mitteilen. Wenn man eine 
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3 proz. Lésung von léslicher Stiirke in Wasser wihrend einiger Zeit mit 
einem aktiven Malzpriparat (wir nahmen hierfiir immer das sogenannte 
Diastafor von Hauser und Swobodtka in Wien) unter Hinzufiigung von 
HF zur Erreichung der optimalen Wasserstoffionenkonzentration bei 
50 bis 60° vorverzuckert und die vorverzuckerte Lésung unter Hinzu- 
fiigung neuer Diastase wihrend mehrerer Tage der Zimmertemperatur 
aussetzt, gelingt es, nach dem Eindampfen einen Sirup zu erhalten, der 
nach Impfen mit einem Maltosekristall eine gewisse Neigung zur Kri- 
stallisation zeigt. Durch Zentrifugieren kann man jedoch keine Kristalle 
abscheiden, und ebensowenig gelingt es, unter einem Mikroskop Auf- 
schluB iiber die Art des Produktes zu erhalten. Wir haben diesen Zu- 
stand in Ubereinstimmung mit einer durch Pictet fiir andere kohlen- 
hydratartige Kérper eingefiihrte Benennung ,,semikristallin“ genannt. 

Wir haben nun getrachtet, ausgehend von Maltose, synthetisch 
einen derartigen semikristallinen Zustand zu rekonstruieren. Wir haben 
dazu Gemische von Maltose mit verschiedenen Sorten von Dextrinen 
gemacht. Hierfiir standen zu unserer Verfiigung: Dextrinum puriss. 
von Merck, verschiedene Sorten von Handelsdextrinen von Merck und 
Kahlbaum, neben selbstbereiteten diastatischen Dextrinen. Diese waren 
erhalten worden, indem wir Starke auf die gewéhnliche Weise abbauten, 
die Dextrine mit Alkohol ausfallten, wieder auflésten und durch wieder- 
holte Fallung mit Alkohol reinigten. Wir miissen hierbei natiirlich 
im Auge behalten, daB diese Dextrine zweifellos nicht ganz und gar 
identisch sind mit den Dextrinen, die beim diastatischen Abbau die 
Kristallisationshemmung verursachen sollen. Diese letzteren farben 
nimlich Jod nicht mehr, wihrend unsere Dextrine alle mit Jod noch 
eine starke Rotfairbung gaben. 

Wir haben nun Gemische gemacht von Maltose mit 1, 5, 10, 15 und 
20% von verschiedenen dieser Dextrine, das Gemisch in Wasser auf- 
gelést und im Vakuum zu einem dicken Sirup eingedampft und geimpft. 
Wir fanden nun, da alle diese Sirupe ziemlich rasch kristallisierten und 
da8 die Kristallisationen in allen Fallen binnen 24 Stunden vollstandig 
beendigt waren. Von dem Auftreten des genannten semikristallinen 
Zustandes war keine Rede; jeder Sirup gab eine grobkérnige kristalline 
Masse. 

Wir haben dann auch noch getrachtet, diesen semikristallinen Zu- 
stand auf andere Weise zu erhalten. Wir haben dazu Gemische gemacht 
von Lavoglucosan, das wir nach der Methode von Amé Pictet!) dar- 
gestellt haben durch Destillation von Stirke unter vermindertem Druck, 
mit Maltose. Auch hier erhielten wir selbst bei zwanzigprozentigem 
Zusatz noch rasche Kristallisation. 


1) Amé Pictet, Helv. Chim. Acta 1, 87, 1918. 
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Zusammensetzung 


% 


des Gemisches der Beimischung Kristallisation 
ay ee re —~ gleich 
Se eee 1 Os = ae De : 
001g Dextrin | + 0,2 Kristallisation innerhalb 


(puriss. Merck) einer Stunde 


5 g Maltose..... ee eae : 
eT eee 5 ea tem binnen 
ee 2 L 5 
0,25g Dextrin . ” 
5°’ ew Mallow eS: ay 
03 g Dextrin..... Pp 
5 g Maltose . -10 
0,5 g Dextrin..... Lu " 
ee a 20 
L.. 2 eee 
45 g Maltose..... 10 
0,5 g Dextrin . ee 
(diastatisches, Lab. 
f. chem. Techn.) 
4. Mahtope 45 ocekeni 20 volistindig innerhalb 
| .@ peemaen... . , 24 Stunden 
(diastatisches) 
g Maltose . . + 5 , 
0.256 Glukose . 
5 gMaltose..... tis Kristallisation fangt 
Spuren HihnereiweiB . gleich an 
6 gMaltosee..... 1 
0,05g HiihnereiweiB . 
2,4 g Maltoce... . . 4 Kristallisation im An- 


0,1 g «-Glutaminsaure . fange ein wenig ver- 


zogert, aber in 24 Stun- 
den beendigt 


g Asparaginsaiure 


2,4 g Maltose..... 4 

0,1 g Glykokoll .... 

2,4 g Maltose..... 4 

0,1 g Pepton 

20 g Maltose..... 20 sehr rasch 


0,5 g Laévoglukosan . . 
10 g Maltose..... +10 
0,1 - Diamylose. . 

(v. Pringsheim) 


2,0 g Maltose..... 


025g Lavoglukosan . . — betrachtlich verzégert 
0,25g Dextrin . . 
(diastatisches) 
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Am Schlu8 haben wir auch Gemische gemacht von Maltose mit 
einem der sogenannten kristallisierenden Dextrine von Schardinger, der 
Diamylose, die uns durch Pringsheim freundlichst zur Verfiigung 
gestellt worden war. Merkwiirdigerweise erhielten wir auch hier keine 
Kristallisationsstérung. 

Besprechen wir nun in kurzem die Ergebnisse dieser Untersuchung. 
Man wird zweifellos gut daran tun, diese Beobachtungen ebenso wie so 
viele andere auf dem Gebiet der Starkechemie mit dem nétigen Vorbehalt 
aufzunehmen. Wir selbst betrachten nimlich die erhaltenen Ergebnisse 
im allgemeinen nicht als endgiltige. Wir halten das Gebiet der Stirke- 
chemie fiir viel zu verwickelt, um darin vorliufig mit einiger Sicherheit 
wertvolle Ergebnisse verzeichnen zu kénnen, und sind davon iiberzeugt, 
daB die groBe Verwirrung, die gerade in diesem Zweige der Chemie 
herrscht, zu einem nicht geringen Teil zahllosen, viel zu voreilig ge- 
zogenen Schliissen zuzuschreiben ist. Die Aufgabe des Chemikers, der 
sich auf dieses Gebiet begibt, kann vorderhand noch keine andere sein 
als das Feststellen experimenteller Tatsachen. 

Wir wollten mit dieser Untersuchung nur darauf hinweisen, dab 
die Ursache der Kristallisationsverzégerungen, die wir oben besprochen 
haben, im allgemeinen noch nicht aufgeklirt ist, und daB es als voreilig 
betrachtet werden kann, sie ohne weiteres den Dextrinen zuzuschreiben. 





Blutgasanalysen. XII. 
Wirkungen des konstanten und faradischen Stromes auf heterogene Systeme. 
Von 
H. Straub und Klothilde Meier. 
(Aus der medizinischen Klinik der Universitat Greifswald. ) 
(Eingegangen am 10. November 1922.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Die praktisch bedeutungsvolle Frage, ob es zulissig ist, das Massen- 
wirkungsgesetz in seiner einfachen Form auf heterogene Systeme an- 
zuwenden, ist in letzter Zeit mehrfach erértert worden. DaB die Ver- 
haltnisse durch die Koexistenz mehrerer Phasen kompliziert werden, 
ist allgemein anerkannt. Die Anwendung der Gleichung des Massen- 


wirkungsgesetzes ist unter solchen Verhiltnissen beschrinkt durch die 
ungleiche Verteilung des Solvats zwischen den verschiedenen Phasen 
infolge verschiedener Léslichkeit, durch den verschiedenen Dissozia- 
tionsgrad der Elektrolyte in verschiedenen Phasen, und vor allem durch 
die Vorgange an der Phasengrenze. Infolge ungleicher Verteilung der 
Anionen und Kationen zwischen den Phasen miissen hier Grenz- 
potentiale auftreten. Ganz besonders aber ist mit der Méglichkeit von 
Konzentrationsinderungen durch Adsorption an der Phasengrenze zu 
rechnen. Neben der Ladung sind auch die Krifte der Oberflichen- 
spannung an der Phasengrenze zu beachten, die auBer von der Ladung 
auch von der Zusammensetzung der Phasengrenze bestimmt werden. 
Zweifellos lassen sich fiir viele in heterogenen Systemen ablaufende 
Prozesse Gleichungen finden, die formal dem Massenwirkungsgesetz 
entsprechen und hinreichende Konstanz der Reaktionskonstanten auf- 
weisen. Durch solche rein formale Ubereinstimmung ist jedoch der 
Beweis nicht erbracht, daB der Ablauf der Reaktion tatsichlich einem 
in homogenem System vorkommenden analog ist. Die Ordnung der 
Reaktion, d. h. die Zahl der an ihr teilnehmenden Molekiilgattungen. 
148t sich aus solch rein formaler Ubereinstimmung nicht mit Sicherheit 
erschlieBen. Oft geniigen Anderungen der auBeren Bedingungen, um 
die ,,Konstanz‘‘ einer so ermittelten Reaktionskonstanten wieder auf- 





H. Straub u. Kl. Meier: Blutgasanalysen. XII. 225 


zuheben [A. Hahn')}. Solche rein empirisch aufgestellte Gleichungen 
sind nur der Beweis, daB nahezu jede Gleichung mit einer geniigenden 
Anzahl von Konstanten mit der beobachteten Tatsache in Einklang 
gebracht werden kann, falls die Konstanten méglichst giinstig gewihlt 
werden [£.J. Warburg?)]. Wenn das Massenwirkungsgesetz in seiner 
einfachen Form iiberhaupt in Anwendung gezogen werden will, muB die 
betrachtete Reaktion zum mindesten stetig verlaufen und umkehrbar 
sein. Falls es sich um chemische Reaktionen handelt, soll auBerdem 
der Temperaturkoeffizient zwischen 2 und 3 liegen. Sobald in irgend 
einem Bezirk der Reaktionsverlauf einer dieser Bedingungen nicht 
geniigt, so mu daraus der SchluB gezogen werden, daB bei ihm Vor- 
ginge eine Rolle spielen, die bei der tiblichen Formulierung des Massen- 
wirkungsgesetzes nicht beriicksichtigt sind. Eine einzige sicher nach- 
gewiesene Abweichung von dem Verlauf geniigt zu diesem Schlusse, 
auch dann, wenn sich unter anderen Versuchsbedingungen iiber beliebig 
lange Strecken des Reaktionsverlaufs eine formale Ubereinstimmung 
mit irgend einer Gleichung des Massenwirkungsgesetzes nachweisen 
laBt, wobei es ganz gleichgiltig bleibt, welche Ordnung eine solche 
Gleichung besitzt. Es ist natiirlich durchaus méglich, daB sich auch fiir 
solche Vorgiinge, die in der genannten Art von der einfachen Formu- 
lierung des Massenwirkungsgesetzes abweichen, ein mathematischer 
Ausdruck des Reaktionsverlaufs finden laBt, und es ist durchaus zu 
erstreben, solehe Formeln zu finden. Eine solche Formulierung, die 
fir heterogene Systeme Geltung besiBe, wiirde sich zwar in mancher 
Beziehung an das Massenwirkungsgesetz anzulehnen haben, wiirde sich 
aber eben dadurch grundsitzlich von dem fiir homogene Systeme 
geltenden Massenwirkungsgesetz unterscheiden, dafi sie der Hete- 
rogenitat der Lésung Rechnung tragt. Daf eine Formulierung, die die 
Phasengrenzkriafte vernachlassigt, fiir heterogene Systeme keine all- 
gemeine Geltung besitzen kann, diirfte wohl kaum zu bestreiten sein. 
Die Frage, ob fiir irgend ein bestimmtes heterogenes System und unter 
bestimmten Bedingungen einmal dieselben Gesetze maBgebend sein 
kénnen wie fiir homogene Systeme, bedarf sehr sorgfaltiger und kriti- 
scher Priifung unter Beriicksichtigung der genannten Gesichtspunkte. 

Von verschiedenster Seite ist die Anwendung des Massenwirkungs- 
gesetzes auf EiweiBkérper, Immunkérper und Fermente versucht 
worden. Die in Lésungen der genannten Kérper beobachteten Er- 
scheinungen hat man durch die Annahme ihrer Ampholytnatur zu 
erklaren versucht. Analog den bei Aminosiuren tatsichlich vor- 
kommenden Verhiltnissen schrieb man ihnen die Eigenschaft zu, je 


1) A. Hahn, Die Bedeutung des Massenwirkungsgesetzes fiir die Physio- 
logie, 8. 129. Habilitationsschrift, Miinchen 1921. 
2) HE. J. Warburg, The biochem. Journ. 16, 284, 1922. 
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nach der Reaktion des Mediums entweder Wasserstoff- oder Hydroxy]l- 
ionen abzuspalten und dementsprechend sei es als Anionen, sei es als 
Kationen in der Lésung zugegen zu sein. Die Wanderungsrichtung der 
K6rper in einem elektrischen Potentialgefille und ihre Anderung mit 
der Reaktion des Mediums wurde als Beweis fiir ihre Ampholytnatur 
angesprochen. Fiir zahlreiche solcher Vorgiinge sind Dissoziations- 
kurven aufgestellt worden, die der Ausdruck der mathematischen 
Formulierung des Reaktionsverlaufs sein sollen. Daf weitgehende 
Ahnlichkeiten mit kristalloiden Elektrolyten bestehen, ist nach diesen 
Feststellungen unbestreitbar. Die Identitaét des Wesens beider Vorgiinge 
ist damit jedoch nicht erwiesen. Vielfach lassen sich die Gleichungen 
nur unter bestimmten Hilfsannahmen aufstellen, die fiir jedes einzelne 
System wieder andersartig sind. 

Die Versuche, die Vorginge in heterogenen Systemen der genannten 
Art unter die Formeln des Massenwirkungsgesetzes zu zwingen, haben 
denn auch mehrfach Widerspruch gefunden. Der Annahme von 
Michaelis, das Himoglobin verhalte sich entsprechend dieser Theorie 
wie ein Ampholyt, entsprachen die Ergebnisse von Versuchen nicht, 
die wir bei Anwendung der von uns eingefiihrten Titration mit Kohlen- 
siure auf hiamoglobinhaltige Lésungen erhielten!). Wir konnten 
zeigen, daB unter den Verhaltnissen unserer Versuche die Kohlensaéure- 
bindungskurve der Lésung nicht stetig verliuft, wie es das Massen- 
wirkungsgesetz fordert, sondern daf eine Unstetigkeit, ein Knick, bei 
einem wohl charakterisierten Reaktionspunkte auftritt. Ferner wiesen 


‘wir nach, daB eine glatte Reversibilitét des Vorganges nur so lange 


gewahrt ist, als diese kritische Reaktion nicht iiberschritten ist. Nach 
Uberschreiten der kritischen Reaktion la8t sich das vorher bestehende 
Gleichgewicht nicht mehr, oder jedenfalls nicht mehr prompt erreichen. 
Zwei der oben genannten Voraussetzungen fiir die Anwendbarkeit des 
Massenwirkungsgesetzes auf den betrachteten Vorgang waren also nicht 
mehr erfillt. Zur Erklirung zogen wir Erscheinungen an der Phasen- 
grenze heran, ohne uns iiber deren Natur zunichst naiher auszusprechen, 
da wir zuvor weitere Versuche fiir erforderlich halten. Teils aus theore- 
tischen Griinden, teils wegen der fiir jede einzelne Reaktion erforder- 
lichen besonderen Annahmen (Labilitét bestimmter Ionen, mehrfach 
geladene Ionen und dergleichen) haben A. Hahn®) und A. Fodor*) 
gleichzeitig und unabhingig voneinander der Anwendung des Massen- 
wirkungsgesetzes auf Fermentreaktionen widersprochen und Beriick- 
sichtigung der kolloidalen Eigenschaften gefordert. Ganz neuerdings 


1) H. Straub und Kl. Meier, diese Zeitschr. 90, 305, 1918. 
2) A. Hahn, a. a. O., 8. 139. 
8) A. Fodor, Das Fermentproblem. Dresden und Leipzig 1922. 
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hat Fodor) yezeigt, daB bei Zusatz gleicher Mengen eines und desselben 
Globulinsols zu Kochsalzlésungen steigender Konzentration bei be- 
stimmten Kochsalzkonzentrationen unstetige Anderungen der Leit- 
fahigkeit des Gemisches auftreten. In Ubereinstimmung mit den von 
uns anliBlich unserer Beobachtungen tiber die Kohlensiurebindungs- 
kurve des Blutes ausgesprochenen Gedankengiingen betrachtet Fodor 
die von ihm gemachte Beobachtung als eines der beweisendsten Argu- 
mente fiir die Adsorptionsaufladung der Proteinoberfliichen mit 
Elektrolyten, denn bei einer rein chemischen Bindung diirfte eine 
Diskontinuitaét dieser Art nicht bestehen. 


Die konkreten Tatsachen, die unseren Widerspruch gegen die An- 
wendung des Massenwirkungsgesetzes auf die genannten Vorgiinge ver- 
anlaBten, wurden vermehrt durch die Feststellung, daB zugleich mit der 
Unstetigkeit der Kohlenséurebindungskurve auch eine Unstetigkeit der 
Viskositaétskurve?) auftritt. Unsere Arbeiten haben zu Bemerkungen von 
verschiedener Seite Veranlassung gegeben. Eine Reihe von Beobachtungen 
stiitzt unsere Angaben, da8 bei Zufiigung yon Séure zu einer himoglobin- 
haltigen Fliissigkeit bei bestimmter Wasserstoffzahl eine unstetige Mehr- 
bindung von Saure eintritt. C. B. Coulter*) setzte zu Suspensionen von 
Schafblutkérperchen in Zuckerlésungen steigende Mengen von Salzsaure 
und beobachtete die Ladung der Kérperchen durch Kataphorese. Tragt 
er auf der Abszisse die Wasserstoffionenkonzentration, auf der Ordinate 
den erforderlichen Zusatz von Salzséure auf, so findet er bei der Wasserstoff- 
zahl, bei der die Wanderungsrichtung der Kérperchen weder starker 
kathodisch noch anodisch ist, eine scharfe Knickung der Kurve, indem 
plétzlich viel gréBere Sauremengen zur weiteren gleichmaBigen Steigerung 
der Aziditaét notwendig sind. Durch Titration mit Salzsiure hat also Coulter, 
anscheinend ohne unsere Versuche zu kennen, grundsitzlich dieselbe Er- 
scheinung beobachtet wie wir bei Titration mit Kohlensiure. DaS Coulter 
den isoelektrischen Punkt bei einem anderen Werte fand als wir, liegt an 
der Vorbehandlung der zum Versuch verwendeten Blutzellen. Vermutlich 
gehéren auch die Beobachtungen von Hartridge und Peters‘) hierher, die 
feststellten, daB8 sich im isoelektrischen Punkt die Oberflachenspannung 
zwischen Olivenél und Wasser bei kleiner Anderung der Wasserstoffionen- 
konzentration sehr stark, um 35%, andert. Parsons und Parsons*) haben 
unsere Versuche mit einer im wesentlichen iibereinstimmenden Technik 
nachgepriift und unsere Angaben tiber das Auftreten einer Unstetigkeit 
der Bindungskurve bestatigt. Kontrollen durch Messungen mit Kon- 
zentrationsketten ergaben die Richtigkeit unserer aus dem Kurvenverlauf 
berechneten Angabe, da8 wihrend der Unstetigkeit im ganzen Verlauf des 
Knicks die Reaktion konstant bleibt. Bei der Deutung dieser iiberein- 
stimmenden Befunde nehmen Parsons und Parsons an, gegeniiber unserer 
Auffassung bestehe eine grundsiatzliche Meinungsverschiedenheit. Unsere 


1) A. Fodor, Kolloid-Zeitschr. 80, 313, 1922. 

2) Kl. Meter, diese Zeitschr. 128, 508, 1922. 

3) C. B. Coulter, Journ. of gen. Physiol. 8, 309, 1921; zitiert nach 
Zentralbl. f. d. ges. innere Med. 19, 236, 1921. 

*) H. Hartridge und R. A. Peters, Journ. of Physiol. 54, 41, 1920. 

5) T. R. Parsons und W. Parsons, ebendaselbst 56, 1, 1922. 
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Anschauung geben sie in der Weise wieder, daf8 wir wihrend des Knicks 
eine Bindung von Kohlensiure an das Himoglobinmolekiil angenommen 
hitten, wihrend sie selbst die Abgabe eines Atoms verfiigbaren Natriums 
aus dem Hamoglobin vermuten. Parsons und Parsons haben unsere Meinung 
iiber diesen Punkt miSverstanden. Wir haben nie davon gesprochen, daf 
die Kohlensaéure an das Himoglobin gebunden werde, sondern den Vorgang 
stets rein beschreibend dahin wiedergegeben, daB von der Lésung pro Mol 
Hamoglobin 1 Mol Kohlensiiure mehr gebunden werde. Diese unsere 
Auffassung haben wir an mehreren Stellen unserer Arbeiten naher erlautert. 
AuBerhalb der isoelektrischen Zone haben wir Hiamoglobin als starke 
Siaiure und starke Base angesprochen'), d.h. wir haben angenommen, 
es sei in der Lésung in dissoziierter Form vorhanden, also nicht an Bi- 
carbonationen gebunden. In der nichsten Mitteilung*) haben wir die 
in Betracht kommenden Vorginge niher diskutiert und haben zur Er- 
klarung die Adsorption von Anionen an der Oberfliiche oder das Freiwerden 
adsorbierter Kationen aus der Oberfliche in Betracht gezogen. Die Annahme 
von Michaelis, daB sich wihrend des Knicks der Bindungskurve vorwiegend 
undissoziiertes Himoglobinbicarbonat bilde, also die Auffassung, die Parsons 
und Parsons als die unserige wiedergeben, haben wir ausdriicklich abgelehnt *). 
Zum Beweis unserer Ablehnung haben wir gesagt, zur Neutralisation 
der Kohlensiture werden von dem Himoglobin basische Valenzen zur 
Verfiigung gestellt. _Wiahrend des Knicks bilde sich Natriumbicarbonat. 
Das ist genau dieselbe Erklarung, die nun auch Parsons und Parsons fiir die 
Unstetigkeit geben. Die Meinung von Parsons urf Parsons, daB zwischen 
ihrer und unserer Erklérung ein grundsitzlicher Unterschied bestehe, 
trifft nicht zu. Der Unterschied verschwindet sofort, sobald man mit dem 
Vorhandensein elektrolytischer Dissoziation rechnet. Nur insofern haben wir 
uns nicht so bestimmt ausgesprochen wie Parsons und Parsons, als wir von 
Anfang an nicht nur mit dem Vorhandensein undissoziierter Salze und 
dissoziierter Ionen, sondern auch mit der Anwesenheit elektrisch geladener 
Kolloidteilchen gerechnet haben, die nicht ohne weiteres unter den Begriff 
der Ionen einbegriffen werden diirfen, auch wenn ihre Ladung ihnen gewisse 
Ahnlichkeit mit einfach oder mehrfach geladenen Ionen verleiht. Das ist 
der Grund, weshalb wir uns, obgleich wir die spiiter von Parsons und Parsons 
geiuBerte Meinung ausdriicklich diskutiert haben, doch nicht ausschlieBlich 
auf diese festgelegt, sondern etwas allgemeiner ausgedriickt haben als 
Parsons und Parsons. 

Von solchen Forschern, die an der Ampholyttheorie der Eiwei8kérper 
festhalten, hat unsere Darstellung teilweise entschiedene Ablehnung er- 
fahren. EH. J. Warburg*) tragt in seiner Dissertation alle Beobachtungen 
zusammen, die mit einer Darstellung der Kohlensiurebindungskurve des 
Blutes durch das Massenwirkungsgesetz tibereinstimmen. Wie wir in der 
Einleitung ausgefiihrt haben, und wie auch Warburg gelegentlich anderen 
Forschern gegeniiber betont, ist eine solche rein formale reinstimmung 
vieler Beobachtungen mit entsprechend formulierten Gleichungen des 
Massenwirkungsgesetzes nicht verwunderlich. Wie oben gesagt, kénnen 
wir trotz zahlreicher iibereinstimmender Beobachtungen die Allgemein- 


1) H. Straub und Kl. Meier, diese Zeitschr. 90, XLI, 1918. 
2) Dieselben, ebendaselbst 98, 205, 1919. 

3) Dieselben, ebendaselbst 109, 47, 1920. 

4) HE. J. Warburg, The biochem. Journ. 16, 153, 1922. 
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giiltigkeit des Massenwirkungsgesetzes nicht anerkennen, solange sich 
einzelne Beobachtungen solch allgemeiner Anwendung nicht fiigen. Die 
seiner Auffassung widersprechenden Feststellungen beseitigt Warburg sehr 
kurz, indem er es bedauert, daB unsere Beobachtungen von mancher Seite 
Beachtung gefunden haben. Denn es sei doch handgreiflich, daB unsere 
Beobachtungen aufMangel an Sorgfalt bei Handhabung der Technik beruhen. 
Bei unserem Vorgehen der Sattigung der Blutlésung mit Gasen bestimmter 
Zusammensetzung im Tonometer sei nicht zugewartet worden, bis Gleich- 
gewicht zwischen Gas und Blut eingetreten sei. Dabei hat sich Warburg 
des von uns und den meisten anderen Untersuchern benutzten Tonometer- 
verfahrens mit geschlossenem Tonometer iiberhaupt nicht bedient. Das 
von ihm benutzte Verfahren von Hasselbalch besteht darin, daB durch eine 
offene Flasche ein Gasstrom der gewiinschten Zusammensetzung durch- 
geleitet wird. Es ist klar, da bei diesem Vorgehen sehr lange Zeit ver- 
streicht, ehe in der Flasche eine konstante Gasmischung eingetreten ist. 
Warburgs Vorwurf trifft also nur sein, nicht aber unser Verfahren. 
Unser Verfahren hat folgende weitere Vorziige vor dem von Warburg: 
groBe Rotationsgeschwindigkeit, Verwendung sehr kleiner Blutmengen, 
Ausbreitung des Blutes auf sehr groBer, sehr diinner Flache, lauter Eigen- 
schaften, die einen raschen Eintritt des Gleichgewichts begiinstigen. Selbst- 
verstiindlich hatten wir uns gleich zu Beginn unserer Versuche tberzeugt, 
daB eine Rotation von 10 Minuten geniigt, um bei unserem Verfahren Gleich- 
gewicht zwischen Blut und Gasraum zu erzielen. Wir haben solche Versuche 
nochmals mit demselben Ergebnis wiederholt. Warburg gibt unsere Auf- 
fassung in zahlreichen Einzelheiten unrichtig wieder. Wir haben gezeigt, 
da8 bei Uberschreitung einer wohl definierten Wasserstoffzahl eine Un- 
stetigkeit der Kohlensiurebindungskurve auftritt, im Gesamtblute bei 
pu = 6,52"), bei einer Temperatur von 37°, und daB nach Uberschreitung 
dieser Wasserstoffzahl die Verhiltnisse nicht glatt reversibel sind. Diese 
Beobachtung hatten wir als Beweis gegen die Anwendbarkeit des Massen- 
wirkungsgesetzes angefiihrt. Die Angabe Warburgs, wir selbst hiatten 
bemerkt, daB bei diesem Versuche kein Gleichgewicht zwischen Gas und 
Blut eingetreten sei, entstellt den Sinn unserer Angaben gréblich. Zum 
Beweis, daB die Verhiltnisse reversibel seien, fiihrt Warburg einen einzigen 
Versuch an, der aber bei 21° angestellt ist. Bei welcher Wasserstoffzahl 
die Unstetigkeit im Gesamtblut auftritt, wenn die Temperatur niedriger 
ist als in unseren Versuchen, ist nicht bekannt. Sicher tritt sie erst bei viel 
héheren Kohlensiiurespannungen auf als bei 37°. Blutkérperchensuspen- 
sionen in physiologischer Kochsalzlésung haben bei 37° den Knick bei 
PH = 6,67, bei 20° aber erst bei py = 6,35°). Wir hatten behauptet, die 
Reaktion sei nicht prompt reversibel, sobald eine bestimmte kritische 
Wasserstoffzahl iiberschritten sei. Den Beweis, da in seinem Versuche 
diese kritische Wasserstoffzahl iiberschritten ist, hat Warburg zu erbringen 
nicht versucht. Wenn die Temperatur auf die Lage der Unstetigkeit im 
Gesamtblute denselben Einflu8 hat wie bei Suspensionen in Kochsalz- 
lésungen, ist die Unstetigkeit in diesem Versuche tatsachlich nicht tiber- 
schritten. Wir stellen also fest, daB Warburg sich nicht die Miihe genommen 
hat, unsere Angaben richtig wiederzugeben oder auch nur in einem einzigen 
Versuche nachzupriifen. Dieser Mangel an Beweisen ]aBt sich durch tempe- 
ramentvolle Ablehnung unserer Versuche nicht aus der Welt schaffen. 


1) H. Straub und Kl. Meier, diese Zeitschr. 89, 156, 1918. 
2) Kl. Meier, ebendaselbst 128, 508, 1922. 
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Viel bedeutungsvoller ist der Einspruch, den Michaelis und Airila‘) 
gegen unsere Darstellung erhoben haben. Ohne auf friihere Er- 
érterungen *)*) zuriickzukommen, glauben die genannten Autoren unsere 
Angaben durch Kataphoreseversuche widerlegen zu kénnen. Himo- 
lysierter Blutkérperchenbrei wurde bei diesen Versuchen in Puffer- 
lésungen bekannter Wasserstoffionenkonzentration gebracht und die 
Wanderungsrichtung des Himoglobins im elektrischen Potentialgefille 
untersucht. Es ist anzunehmen, da8 die in den Pufferlésungen ent- 
haltenen Ionen auf den Vorgang der Entladung einen Einflu8 ausiiben, 
der bei verschiedenen Ionen wechselt. Verwendet wurden Phosphat-, 
Borat- und Acetatpuffer. Da Michaelis und Airila die Wirkung der 
verschiedenen Ionen ihrer Pufferlésungen auf den beobachteten Vorgang 
bei ihren Uberlegungen nicht beriicksichtigt haben, hat quantitative, 
aber wohl kaum grundsitzliche Bedeutung. Bei stark basischen Reak- 
tionen verliuft die durch Kataphorese bestimmte Kurve der Wan- 
derungsgeschwindigkeit anscheinend nicht so stetig wie die Theorie 
das verlangen wiirde. Dennoch wiirden wir die Versuche von Michaelis 
und Airila als beweisend ansehen, wenn sie mit den unseren vergleichbar 
waren. Diese Autoren halten die Kataphorese fiir die direkteste und 
beweisendste Methode zur Beantwortung der gestellten Frage. Das ist 
sie nur dann, wenn ausgeschlossen werden kann, daB der Durchgang 
konstanten Stromes durch heterogene Lésungen die Phasengrenzen 
verindert. Da die Wirkung des konstanten Stromes auf lebende Zellen 
als eine Einwirkung auf die Phasengrenzen aufgefaBt wird, ist diese 
Annahme von vornherein nicht zulissig. Eine von uns‘) gelegentlich 
mitgeteilte Beobachtung muBte zu weiterer Vorsicht mahnen. Bei dem 
Versuche, unsere Feststellungen durch Leitfahigkeitsmessungen zu 
klaren, stellten wir fest, daf eine Suspension von roten Blutkérperchen 
in physiologischer Kochsalzlésung vor Ausfiihrung einer Leitfaihigkeits- 
messung wesentlich weniger Kohlensdure aus derselben Gasatmosphare 
aufnahm, als nachdem zur Leitfaihigkeitsmessung faradischer Strom 
durch die Suspension durchgegangen war. Diese Mehraufnahme konnte 
nur durch eine wesentliche Anderung der Eigenschaften der roten Blut- 
kérperchen erklart werden. Auch fand sich der Knick der Bindungs- 
kurve nicht mehr an dem erwarteten Platze. Die Unstetigkeit, deren 
Priifung durch Leitfaihigkeitsmessungen geplant war, war also unter der 
Einwirkung des faradischen Stromes verindert worden. Falls sich an 
haimolysiertem Blute und unter der Einwirkung des konstanten Stromes 
dieselbe Verinderung der Bindungskurve findet wie in den eben 


1) L. Michaelis und Y. Airila, diese Zeitschr. 118, 144, 1921. 
2) Derselbe, ebendaselbst 108, 53, 1920. 

3) H. Straub und Kl. Meier, ebendaselbst 109, 47, 1920. 

4) Dieselben, ebendaselbst 98, 222, 1919. 
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erwahnten Versuchen, muB die Stetigkeit der Kurven, die Michaelis 
und Airila in ihren Kataphoreseversuchen feststellten, durch die Ein- 
wirkung des elektrischen Stromes auf die Phasengrenze erklart werden. 
Dann ist der Kataphoreseversuch nicht geeignet, die Vorgiinge an der 
unveranderten Phasengrenze aufzuklaren. Diese Frage experimentell 
zu klaren, war die Aufgabe der im folgenden mitzuteilenden Versuche. 


1. Die Wirkung des faradischen Stromes auf Blutkérperchensuspensionen. 


Der in unserer friitheren Mitteilung nur kurz erwihnte Versuch 
ist in der Tabelle im Anhang zahlenmiBig wiedergegeben (Nr. 1). 
Mehrfach in physiologischer Kochsalzlésung gewaschene menschliche 
Erythrocyten wurden im Tonometer bei 37° mit Gas bekannter Kohlen- 
siurespannung (17,8 mm) in Gleichgewicht gebracht, eine Probe zur 
Gasanalyse entnommen und dann eine Leitfihigkeitsmessung vor- 
genommen, wobei das Blut im Thermostaten von 37° im Tonometer 
verblieb, in das die iiblichen. Elektroden zur Leitfaihigkeitsmessung 
von 1 qcem im Abstand von | em eingefiigt waren. Nach Durchgang des 
zur Leitfahigkeitsmessung benétigten faradischen Stromes band das Blut 














CQ, Spannung 
Abb. 1. 


Kohlensaurebindungskurven von Blutkérperchensuspensionen in physiologischer 
Kochsalzlésung, faradisicrt. Abszisse: Kohlensaurepartialdruck in Millimetern Hg, 
Ordinate: Kohlensaurekapazitat in Volumprozenten. Schraffiertes Dreieck am 

Unterrande: physikalisch absorbierte Kohlensaure. 


bei Kohlensiurespannung 20,5 mm 36 Vol.-Proz. Kohlensiure, waihrend 
es zuvor nur 24 gebunden hatte. Die nunmehr erhaltene Kohlensiure- 
bindungskurve des faradisierten Blutes zeigt keine Unstetigkeit mehr, 
Abb. 1, ausgezogene Kurve, liegende Kreuze. Sie steigt viel steiler an 
als die Bindungskurve einer in derselben Weise vorbehandelten, aber 
nicht faradisierten Blutkérperchensuspension. All das, was wir als 
charakteristisch fiir den Verlauf der Bindungskurve geschildert hatten, 
ist also verschwunden, namlich die Unstetigkeit und der nur unmerk- 
bare Anstieg der Bindungskurve in dem Stiick unmittelbar vor Auf- 
treten der Unstetigkeit. In der hier mitgeteilten Kurve wirken die 
roten Blutkérperchen nicht mehr zunichst wie eine starke Siure, um 
dann plotzlich ihre Ladung zu verlieren, sondern jetzt nach der Faradi- 
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sation verliuft der Vorgang stetig. Wahrend der ganzen wieder- 
gegebenen Strecke der Bindungskurve wird der zutitrierten Kohlen- 
siiure eine stetig zunehmende Menge von Alkali zur Verfiigung gestellt. 
Unsere Bindungskurve gleicht jetzt also vollkommen der, die wir 
erhalten hatten, wenn wir zu Serum Phosphat als Puffer zugesetzt 
hatten!). Das ist der Verlauf der Bindungskurve, der nach der Am- 
pholyttheorie von Michaelis zu erwarten war. Aber dieser Verlauf 
tritt eben nur unter der Einwirkung der Faradisation auf. Vor der 
Faradisation war der Bindungsverlauf ein durchaus anderer, mit der 
Theorie von Michaelis nicht in Kinklang zu bringender. Das kann nur 
so verstanden werden, dafs durch die Faradisation die vorher wirksamen 
wichtigen Kigenschaften der Phasengrenze von Grund auf geindert 
und gestért wurden. Die Beobachtung ist keine zufillige. Aus unseren 
alten Versuchsprotokollen fiigen wir einen weiteren Versuch (Nr. 2) an, 
der in genau derselben Weise angestellt, genau dasselbe Ergebnis lieferte. 
Die ganze Kurve liegt etwas tiefer als die des Versuchs Nr. 1, aber 
sonst verlaufen beide Kurven absolut parallel. Durch zwei neue Ver- 
suche (Nr. 3 und 4) haben wir diese Beobachtungen ergiinzt (Abb. 1, 
Ringe, bzw. stehende Kreuze). Bei diesen beiden Versuchen wurden 
Menschenblutkérperchen mehrfach in physiologischer Kochsalzlésung 
gewaschen, in dieser suspendiert und in einer Porzellanschale der fara- 
dische Strom des iiblichen klinischen Faradisationsapparats durch- 
geschickt. Auch diese beiden Versuche fiihren zu demselben Ergebnis. 
Auch diesmal steigen die Kurven stetig an und verlaufen annaéhernd 
parallel den Kurven der beiden ersten Versuche. Ein Knick tritt in 
allen diesen Versuchen nicht auf. 


2. Die Wirkung des faradischen Stromes auf Himoglobin. 

Die Frage, ob diese Wirkung des faradischen Stromes nur an Zell- 
grenzen auftritt, oder fiir kolloidale Oberflichen schlechthin Geltung 
besitzt, konnte entschieden werden, indem Blut mit Saponin himo- 
lysiert und der Wirkung des 
faradischen Stromes  unter- 
worfen wurde, ehe die Kohlen- 
siurebindungskurve bestimmt 
wurde. Die Faradisation ge- 
schah in der oben beschrie- 
benen Weise in einer Por 
0 7 120 zellanschale. Wahrend das 
Abb. 2. Kohlensaurebind kurven von himolysiertem himolysierte, nicht faradisierte 

Blute, faradisiert. Erklarung wie Abb. 1. Blut eine charakteristische 



































1) H. Straub und Kl. Meier, diese Zeitschr. 89, 156, 1918. 
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Unstetigkeit bei der Wasserstoffzahl p,, = 7,00 aufweist'), ist nach 
Faradisation des Blutes diese Unstetigkeit verschwunden (Abb. 2, 
Versuche Nr. 5, 6 und 7). Wieder verliuft die Bindungskurve jetzt 
stetig, wie das nach der. Theorie von Michaelis zu erwarten wire. Wieder 
aber ist dieser stetige Verlauf erst aufgetreten, nachdem die Himo- 
globinteilchen durch den faradischen Strom so beeinfluBt wurden, dab 
eine wesentliche Eigenschaft ihrer Oberfliche sich anderte. Die Er- 
klarung von Michaelis paBt fiir das faradisierte, nicht aber fiir das 
urspriingliche Blut. 


8. Die Wirkung des konstanten Stromes auf Blutkérperchensuspensionen. 


Bei den Kataphoreseversuchen von Michaelis war nun aber nicht 
die Einwirkung faradischen, sondern konstanten Stromes in Betracht 
zu ziehen. Besteht doch die Versuchsanordnung darin, daB durch die 
Lésung oder Suspension konstanter Strom, meist aus dem Stadtnetze, 
durchgeschickt und die Wanderungsrichtung der kolloiden Teilchen 
im elektrischen Potentialgefille beobachtet wird. In zwei Versuchen 
(Nr. 8 und 9, Abb. 3) haben wir Suspensionen menschlicher roter Blut- 
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Abb. 3. 
Kohlensaurebindungskurven von Blutkorperchensuspensionen in physiologischer Kochsalzlésung 
nach Durchstromung mit konstantem Strom. Erklarung wie Abb, 1. 








kérperchen in physiologischer Kochsalzlésung in ein V-férmiges Rohr 
gebracht, beide Enden des Rohres durch in Kochsalzlésung getrankte 
Binder mit Bechergliisern verbunden, die ebenfalls physiologische 
Kochsalzlésung enthielten und wieder durch in Kochsalzlésung ge- 
trinkte Binder mit Becherglisern verbunden waren, in deren Zink- 
sulfatlésung Zinkelektroden tauchten. Der Fliissigkeitsspiegel wurde in 
allen GefaBen auf dieselbe Hohe eingestellt. AuBerdem war noch ein 
Lampenwiderstand vorgeschaltet. Durch diese Kette lieBen wir 114, bzw. 
214 Stunden lang den Stadtstrom von 220 Volt Spannung gehen. Die 
Widerstinde waren durch die Art unserer Elektroden sehr hohe, so daB 
die durchgehende Stromstiirke recht gering zu veranschlagen ist. Die 
beiden Versuche ergeben ein iibereinstimmendes Ergebnis. Statt bei 


1) H. Straub und Kl. Meier, diese Zeitschr. 90, 305, 1918. 
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der charakteristischen Wasserstoffzahl von p,,; = 6,67 eine Unstetigkeit 
aufzuweisen, wie das ohne Durchgang des konstanten Stromes der Fall 
wire), verlaufen die Kurven stetig und steigen iiber die ganze beob- 
achtete Strecke gleichmaBig an, indem eine stiindige Mehraufnahme von 
Kohlensiure iiber die physikalisch absorbierte Menge hinaus statt- 
findet. Wieder entspricht der Kurvenverlauf der Theorie von Michaelis, 
wieder ist aber diese Ubereinstimmung mit der Theorie erst erreicht, 
nachdem die Oberfliche der Blutkérperchen wesentlich durch die 
Wirkung des durchgeschickten konstanten Stromes verindert ist. 


4. Die Wirkung des konstanten Stromes auf Himoglobin. 

Um schlieBlich Versuchsbedingungen zu haben, die in allen wesent- 
lichen Punkten mit denen von Michaelis und Airila vollkommen iiber- 
einstimmen, wurde mit Saponin hamolysiertes Blut in der oben ge- 
schilderten Weise im V-Rohr ebenfalls mit konstantem Stadtstrom 
durchstrémt (Abb. 4, Versuch Nr. 10, 11 und 12). In dem Versuche 
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Abb. 4. 


urven von haimolysiertem Blut nach Durch- 
stromung mit konstantem Strom. Erklarung wie Abb. 1. 
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Nr. 10, bei dem nur 4 Stunde lang bei hohen Widerstinden durchstrémt 
wurde, ist der Verlauf der Bindungskurve noch nicht grundsitzlich 
verschieden von dem ohne Einwirkung des Stromes beobachteten. 
Kine Unstetigkeit ist noch vorhanden, aber statt bei p,, = 7,00 findet 
sie sich jetzt bei p,, = 7,15. Die Entladung des Haimoglobins ist also 
durch den Durchgang des konstanten Stromes bedeutend begiinstigt. 
In den Versuchen Nr. 11 und 12, bei denen der Strom 1 bzw. 
3 Stunden durch das Blut durchging, ist dann die Wirkung wieder voll- 
endet, eine Unstetigkeit der Kohlensiurebindungskurve tritt nicht mehr 
auf, die Kurve steigt stetig und anhaltend bis an die beobachtete Grenze 
an. Bei Nachahmung der Versuchsbedingungen, die in den Versuchen 


1) H. Straub u. Ki. Meier, diese Zeitschr. 98, 205, 1919. 
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von Michaelis und Airila vorlagen, erhalten wir also Ergebnisse, die 
mit vollig abweichender Methodik die Angaben der genannten Forscher 
sachlich vollkommen bestiitigen. Eine Unstetigkeit der Bindungskurve 
tritt nicht auf, diese verliuft so, wie sie nach der Ampholyttheorie von 
Michaelis verlaufen miBte. Aber dieser Verlauf der Bindungskurve ist 
ein Kunstprodukt, hervorgerufen durch die Wirkung des konstanten 
Stromes auf die Phasengrenze. Die Ubereinstimmung der so erhaltenen 
Kurve mit der Theorie von Michaelis zeigt zwingend, daB diese Theorie 
in keinerlei Form auf die grundsitzlich vollkommen andersartig ver- 
laufende Bindungskurve angewendet werden kann, die wir vor EKin- 
wirkung des konstanten Stromes erhalten haben. Wir halten durch 
das Ergebnis dieser Versuche die Meinungsverschiedenheit zwischen 
Michaelis und uns fiir vollig gekliart. Die Anschauung von Michaelis 
kann nur in Betracht gezogen werden, wenn kiinstlich die von uns 
analysierte Eigenschaft der Phasengrenze aufgehoben ist. Der urspriing- 
lich erhaltene unstetige Kurvenverlauf beweist, daB fiir solche Lésungen 
die Ampholyttheorie aufgegeben werden muB. 


SchluB8betrachtungen. 


Nach diesen Feststellungen bleibt noch die Frage zu erértern, 
welche Veriinderungen an der Phasengrenze unter der Wirkung des 
konstanten und faradischen Stromes vor sich gehen. Bei Durchgang 


des Stromes durch Gewebe spricht man von Polarisation. Man wird 
geneigt sein, die Méglichkeit solch polarisierender Wirkung nur dann 
anzunehmen, wenn das Gewebe in seiner riumlichen Anordnung gegen- 
iiber dem Stromgefille festgelegt ist. Unsere Beobachtungen zeigen, 
daB diese Voraussetzung nicht unbedingt erfillt sein mu8. Auch an 
suspendierten Teilchen und Kolloidpartikelchen kénnen Ahnliche 
Wirkungen auftreten. Der Versuch Nr. 10 scheint darauf hinzuweisen, 
daB das Wesen dieser Wirkung in einer Begiinstigung der Entladung 
besteht. Folgerichtig wiirde man dann annehmen miissen, daB die 
stetig ansteigenden Kurven, die in allen iibrigen Versuchen bei linger 
dauernder Einwirkung des Stromes erhalten wurden, dann auftreten, 
wenn die Entladung der Phasengrenze vollendet ist. Damit ware auch 
erklirt, weshalb dann die Eigenschaften der Phasengrenze nicht mehr 
in Erscheinung treten. Der stetige Kurvenverlauf wire also dann nur 
in dem Falle méglich, wo die Heterogenitit der Lésung durch Auf- 
hebung der Ladung der Phasengrenze beseitigt wire. Erst nach ihrer 
Beseitigung lieBen sich auf die Kolloidteilchen die Vorstellungen der 
elektrolytischen Dissoziation anwenden. Die Unstetigkeit der Bindungs- 
kurve, die vor Durchgang des elektrischen Stromes erhalten wird, wire 
dann durch Ladungsinderungen an der Phasengrenze eindeutig erklirt. 
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Um diese Theorie zu priifen, haben wir die Bindungskurve von 
Blutkérperchensuspensionen bestimmt, deren Ladung auf andere Weise 
aufgehoben war. Wir wissen, da durch Auswaschen roter Blutkérper- 
chen in isotonischen Zuckerlésungen deren Oberfliiche stark veraindert 
und ihre elektrische Ladung aufgehoben werden kann!). War unsere An- 
schauung richtig, daB der stetige Verlauf der Kohlensiurebindungs- 
kurven auf einer Entladung der roten Blutkérperchen beruht, so muBten 
wir denselben Verlauf der Bindungskurve ohne Einwirkung des elek- 
trischen Stromes erhalten, wenn wir die Blutkérperchen statt in Koch- 
salzlésung in isotonischer Rohrzuckerlésung suspendierten. Das ist 
in der Tat der Fall (Versuch Nr. 13, 14 und 15, Abb. 5). Die drei Ver- 
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Abb. 5. 


Kohlensaurebindungskurven von Blutkérperchensuspensionen in isotonischen Rohrzuckerlésungen. 
Erklarung wie Abb, 1. 


suche unterscheiden sich untereinander nur dadurch, daB der Rohr- 
zuckerlésung in zwei Versuchen kleine Mengen von Natriumbicarbonat 
zugefiigt wurden, um die Héhenlage der Bindungskurve zu variieren 
und dadurch um so eindeutigere Ergebnisse zu erhalten. Diese stimmen 
bei allen drei Versuchen vollkommen iiberein. Alle drei verlaufen stetig 
tiber den ganzen beobachteten Bezirk, alle nehmen im ganzen Bezirk 
dauernd mehr Kohlensiiure auf, als der physikalischen Absorption 
entspricht. Der Kurvenverlauf entspricht im Grundsatz vollkommen 
dem, der in Abb. 1 und 3 wiedergegeben ist und nach Einwirkung des 
faradischen bzw. konstanten Stromes auf Blutkérperchensuspensionen 
in Kochsalzlésung erhalten wurde. Die tiefste Rohrzuckerkurve ent- 
spricht auch im einzelnen sehr nahezu der Kurve der Abb. 3, die mittlere 
Rohrzuckerkurve sehr nahezu der héchsten der Abb.1. Durch diese 
Versuchsergebnisse wird unsere Annahme also vollkommen bestatigt. 
Der stetige Verlauf tritt dann auf, wenn durch irgend eine Einwirkung 
die Ladung der Phasengrenze aufgehoben ist. Solange an der Phasen- 
grenze eine Ladung vorhanden ist, verliuft die Bindungskurve anders. 


1) W. Radsma, diese Zeitschr. 89, 211, 1918. 
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Fir diesen unstetigen Verlauf der Bindungskurve kann deshalb die 
Ampholyttheorie der EiweiBkérper nicht gelten. 

Noch eine fiir die Technik bedeutsame Folgerung muf aus unseren 
Versuchen gezogen werden. Wir fanden, da$ der Durchgang konstanten 
oder faradischen Stromes durch heterogene Lésungen das in solchen 
Systemen herrschende Gleichgewicht in wesentlicher Weise stért. Die 
Ladung der Phasengrenze, jedenfalls die negative Ladung der hier 
betrachteten Systeme, wird vermindert, bei geniigend langem Strom- 
durchgang aufgehoben. Diese Feststellung verbietet die Verwendung 
von Leitfihigkeitsmessungen und Kataphoreseversuchen an heterogenen 
Systemen. Die Annahme von Michaelis und Airila, daB der Kata- 
phoreseversuch das einzige eindeutige Verfahren sei, um die Frage der 
Anwendbarkeit des Massenwirkungsgesetzes auf Hamoglobinlésungen 
zu priifen, ist unzutreffend. Im Gegenteil kommt man wegen der 
Wirkung des konstanten Stromes auf die Phasengrenze zu ganz falschen 
Ergebnissen. Nicht der Kataphoreseversuch, sondern die von uns ein- 
gefiihrte Titration, sei es mit Kohlensiiure oder einer anderen Siure, 
ist das einzige bisher bekannte Verfahren, das die Entscheidung dieser 
wichtigen Frage geben kann. 


Zusammenfassung. 


Durch Durchleiten konstanten oder faradischen Stromes durch 
Blutkérperchensuspensionen in Kochsalzlésung oder durch hiamoly- 
siertes Blut wird der Verlauf der Kohlensiurebindungskurve grund- 
sitzlich verindert. Die Kurve verliuft nun stetig und stark gepuffert, 
genau als wiren reichliche Mengen eines anorganischen Puffers in der 
Lésung enthalten. 

Kin solcher Kurvenverlauf 1aB8t sich in Einklang bringen mit der 
Theorie von Michaelis, daB das Himoglobin durch seine Ampholyt- 
natur Pufferwirkung entfalte. Er entspricht den Befunden, die Michaelis 
und Airila bei Kataphoreseversuchen erhoben haben. 

Da die Kohlensiurebindungskurven derselben Lésungen vor Durch- 
gang elektrischen Stromes einen grundsitzlich anderen Verlauf nehmen, 
kann fiir diesen Verlauf die Theorie von Michaelis keine Geltung be- 
sitzen. Vielmehr sind diese Befunde ein zwingender Beweis fiir unsere 
von Anbeginn vertretene Auffassung, da das Massenwirkungsgesetz 
auf heterogene Lésungen nicht allgemein anwendbar ist. 

Die Ubereinstimmung der nach Vorbehandlung mit elektrischem 
Strom erhaltenen Bindungskurven mit solchen von Blutkérperchen- 
suspensionen in Rohrzuckerlésung zeigt, daB eine stetige Bindungs- 
kurve mit stark gepuffertem Verlauf auftritt, sobald die Ladung der 
Phasengrenze beseitigt wird. 
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Kataphorese und Leitfahigkeitsmessung lassen sich, wegen der 
Wirkung des Stromes auf die Eigenschaften der Phasengrenze, bei Unter- 
suchungen an heterogenen Systemen nicht anwenden. 


Versuchsprotokolle. 


1. Blutkérperchensuspension in | “out =f s| molar; faradisiert 


zur Leitfaihigkeitsmessung. Abb. 1, liegende Kreuze. 


vor nach Faradisation 
CO,-Spannung 17,8 20,5 75,1 115,4 167,3 228,5 
CO,-Kapazitaét 24,5 37,3 54,8 64,2 74,9 79,3 
22,9 34,2 
Wg i ie 08 SN Sy 637 675 744 753 


2. Blutkérperchensuspension in 0,9% NaCl; faradisiert zur Leit- 
fahigkeitsmessung. 

CO,-Spannung 25,5 58,6 100,0 124,3 143,0 230,0 

CO,-Kapazitat 22,2 38,6 42,1 49,5 53,8 68,0 

2. . . 527 541 549 561 570 587 


3. Blutkérperchensuspension in 0,9% NaCl; % Stunde faradisiert. 
Abb. 1, Ringe. 


CO,-Spannung ... . . 31,2 58,0 72,5 86,4 166,4 
CO,-Kapazitét .. . . . 28,8 39,8 38,9 44,8 53,7 
29,4 39,7 61,1 


4. Blutkérperchensuspension in 0,9% NaCl; 2 Stunden faradisiert. 
Abb. 1, stehende Kreuze. 


CO,-Spannung 21,1 34,8 96,7 121,9 162,1  206,9 
CO,-Kapazitat 22,4 25,6 41,7 44,4 53,4 54,5 
23,3 24,5 41,2 43,6 51,2 55,5 


5. Saponinhimolyse; faradisiert. Abb. 2, liegende Kreuze. 


CO,-Spannung 29,4 46,9 65,6 95,9 123,2 156,6 
CO,-Kapazitét 36,4 42,5 52,7 62,6 65,2 71,3 
41,2 48,9 61,5 64,1 69,3 
6. Saponinhimolyse; 1 Stunde faradisiert. Abb. 2, Ringe. 
CO,Spannung ..... 14,6 30,9 50,5 96,4 125,1 
CO,-Kapazitét ..... 25,3 42,4 49,9 65,5 69,0 
24,7 42,7 50,4 62,7 
7. Saponinhimolyse; 24% Stunden faradisiert. Abb. 2, Punkte. 
CO,-Spannung 22,3 37,1 57,3 78,8 100,0 117,0 
CO,-Kapazitat 30,8 40,6 46,6 55,5 55,3 59,1 
32,8 47,9 55,6 57,7 
8. Blutkérperchensuspension in 0,9% NaCl; durchstrémt 1 4% Stunden 
mit konstantem Strom. Abb. 3, Ringe. 


CO,-Spannung. 59,2 75,7 99,9 132,8 161,56 212,3 206.7 
CO,-Kapazitat. 29,5 36,8 41,7 44,9 54,4 55,3 62,8 
29,9 41,4 44,2 55,1 57,2 63,2 
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9. Blutkérperchensuspension in 0,9% NaCl; durchstrémt 2144 Stunden 
mit konstantem Strom. Abb. 3, Punkte. 
CO,-Spannung. 14,3 41,6 66,2 87,4 118,8 152,1 225,1 
CO,-Kapazitét . 19,8 26,5 34,2 41,9 43,3 50,7 59,6 
17,6 25,5 31,9 39,2 42,2 48,6 57,6 
10. Saponinhimolyse; durchstrémt '/, Stunde mit konstantem Strom. 
Abb. 4, Punkte. 
CO,-Spannung 31,6 72,5 81,5 1042 130,2  170,4 
CO,-Kapazitat 39,8 62,0 76,4 72,7 75,7 92,6 


39,7 
ie oo Ee 7,14 7,17 7,03 6,94 6,90 
Knick. Zweiter 
Knick. 


11. Saponinhimolyse; durchstrémt 1 Stunde mit konstantem Strom. 
Abb. 4, liegende Kreuze. 
CO,-Spannung. 21,9 40,5 48,3 63,4 84,1 106,5 140,4 
CO,-Kapazitét . 32,4 41,9 46,3 54,0 53,9 61,5 68,2 
59,2 
12. Saponinhimolyse; durchstrémt 3 Stunden mit konstantem Strom. 
Abb. 4, stehende Kreuze. 
CO,-Spannung 21,9 38,7 56,3 76,1 108,3 128,0 141,4 171,5 202,5 
CO,-Kapazitaét 33,7 42,6 47,0 55,5 62,6 63,4 63,5 67,7 74,3 


36,1 71,2 
13. Blutkérperchensuspension in Rohrzuckerlésung, 0,3 molar. Abb. 5, 
Ringe. 
CO,-Spannung. . . 38,2 183,4 238,1 276,0 
CO,-Kapazitét. . . 26,5 44,9 49,1 52,8 
a : . { Rohrzucker 0,287 molar. 
14. Blutkérperchensuspension in| Ne bicarbonic. 0,0043 Abb. 5, 
Punkte. . 
CO,-Spannung. . . . 20,3 50,5 103,8 220,3 . 238,0 i} 
CO,-Kapazitét. . . . 28,0 47,2 59,8 70,7 71,8 if 


56,7 73,7 


pe oe . | Rohrzucker 0,238 molar. 
15. Blutkérperchensuspension in| 4 bicarbonic. 0.03 | Abb. 5 


liegende Kreuze. 
CO,-Spannung. .. . 21,7 52,1 101,8 195,3 241,2 
CO,-Kapazitét. . . . 42,0 54,1 67,3 84,4 92,1 


38,3 53,4 84,9 








Uber das Verhalten yon Brenztraubensiure und Acetaldehyd 
gegeniiber mit Sauerstoff geliifteter Hefe. 


Von 
Fritz Lieben. 


(Aus der chemischen Abteilung des Wiener physiologischen Universitiits- 
instituts. ) 


(Eingegangen am 10. November 1922.) 


In einer Reihe von in letzter Zeit im hiesigen Institut ausgefiihrten 
Untersuchungen haben Fiirth und Lieben') gezeigt, daB milchsaures 
Alkalisalz bei Durchleiten von O, durch eine geschiittelte Hefesuspension 
bis auf wenige Prozente daraus verschwindet, und haben den Betrag 
der Umwandlungen festgestellt; ferner hat in einer demnichst er- 
scheinenden Arbeit H. Lundin die gleiche Versuchsanordnung auf einige 
Fettstiuren, Zuckerarten und Alkohol angewendet; es zeigte sich im 
wesentlichen, da Fettsiuren nicht angegriffen werden, wihrend 
gewisse Zucker und Alkohol in wechselnden Mengen verschwinden. 
SchlieBlich habe ich*) mit der beschriebenen Versuchsanordnung bei 
einigen Aminosduren festgestellt, daB diese im Betrage von 60 bis 80%, 
unverandert bleiben, wihrend der Rest (ohne nennenswerte CO,-Ent- 
wicklung) von der Hefe konsumiert wird. 

Ein Uberblick iiber diese Versuchsergebnisse*) deutet darauf hin, 
da®B speziell die auf der Linie des Kohlehydratabbaus liegenden Stoffe 
(Traubenzucker, Fruchtzucker, Milchsiure, Alkohol) es sind, die bei 
O,-Schiittelung durch Hefezellen zerstért werden, wahrend Fettsaiuren 
und die auf der Linie des EiweiBabbaus liegenden Aminosauren nicht 
oder nur wenig angegriffen werden. Dies steht in Parallele zu der be- 
kannten bevorzugten Stellung des K H-Stoffwechsels im Gesamtstoff- 
wechsel, speziell soweit die Leistung von Arbeit in Betracht kommt. 

Um diese Ansicht zu stiitzen, war es notwendig, weitere Stoffe, die 
im KH-Stoffwechsel eine Rolle spielen kénnen, auf ihr Verhalten zu 
untersuchen. Unter diesen steht die Brenztraubensdure an erster Stelle, 
wie hauptsiichlich aus den grundlegenden Arbeiten C. Neubergs und 


1) O. v. Fiirth und F. Lieben, diese Zeitschr. 128, 144; 132, 165. 
2) Ebendaselbst 182, 180. 
3) Vgl. F. Lieben, Osterr. Chem.-Ztg. 25, Nr. 13, S. 87. 
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seiner Schiler hervorgeht, deren Ergebnisse zuerst in dieser Zeitschrift 
niedergelegt wurden. 

Insbesondere das Verhalten von Brenztraubenséure gegeniiber Hefe 
wurde von Neuberg und Kadrczag') untersucht und die Eigenschaften des 
Ferments Carboxrylase, das bekanntlich die Spaltung in CH,COH + CO, 
bewirkt, studiert. Ferner zeigte T'schernorutzky*), daB lebenswarme, zer- 
kleinerte Organe (Leber und Muskeln) Brenztraubensaéure zu zerstéren 
vermégen; Boas*) lieB eine zur Hialfte neutralisierte Brenztraubensiure- 
lésung als C- Quelle fiir Pilze und Hefen dienen, die fast alle zu guter Ent- 
wicklung kommen; Fred, Peterson und Davenport‘) sahen, daS Brenz- 
traubensiure sowie Milchsiure und Apfelsiure unter CO,-Entwicklung von 
pentosezerstérenden Bakterien angegriffen werden; Nagayama®) lieB durch 
diese Pilze Brenztraubenséure in CO, und CH;COH spalten. 

Wie zu erwarten war, ergab sich aus den Versuchen, daB Brenz- 
traubensiure als Na-Salz bei CO,-Schiittelung mit Hefezellen fast voll- 
standig verschwindet und daB die C-Bilanz qualitativ und quantitativ 
ungefaihr dieselbe ist wie bei der Milchsaure. 
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Methodik und Versuche. 

Um die Brenztraubensiure zu bestimmen, bediente ich mich des 
folgenden einfachen Verfahrens. Die Lésung bzw. das Hefefiltrat 
wurde auf 10% HCl gebracht und mit Zinkstaub etwa 2 Stunden am 
Babotrichter mit RiickfluBkiihler gekocht; dabei wird die Brenztrauben- 
siiure quantitativ zu Milchsiure reduziert und die letztere nach Fiirth 


und Charnass*) bestimmt. 

2,4315g reiner Brenztraubensiure (Kahlbaum) wurden in 200 ccm 
H,O gelést; 10cem mit Phenolphthalein titriert, verbrauchten 13,9 ccm 
n/10 NaOH (ber. 13,8 ccm), 20 cem dieser Lésung wurden mit 5 g Zn-Staub 
und 400cem HCl 10% am RiickfluBkiihler 234, Stunden gekocht, dann 
vom Zink filtriert, Cl’-frei gewaschen und das Filtrat (mit einem Tropfen 
Dimethylaminoazobenzol als Indikator) mit 10% NaOH _ neutralisiert, 
mit Na,CO, schwach alkalisch gemacht, eingeengt, schlieBlich mit kon- 
zentrierter H,SO, auf 0,5% H,SO, gebracht und nach Fiirth-Charnass 
destilliert; 40 cem (etwa 1,2%) KHSO, wurden vorgelegt; verbraucht 
wurden 49,4ccm n/10 Jod i. e. 0,247 g Brenztraubensiure, wenn man sich 
des empirischen F = 0,005 (wie bei der Milchsiiurebestimmung) bedient ; 
der richtige Faktor = 0,0044 liefert 0,2173 g statt 0,2432 g (i. e. 89,3 %). 

Spiterhin wurden stets aliquote Teile des Filtrats benutzt; so war z. B.: 

1. das Volumen nach der Reduktion mit Zn: 430 cem, davon wurden 
filtriert 250 ccm und wie oben weiter behandelt (natiirlich ohne einzuengen), 
gef. 0,1223 g statt 0,1414g (i. e. 86,5) unkorr., aus 170 cem desselben 
Filtrats gef. 0,093 g korr. statt ber. 0,0962 (96,2 %), 0,082 g unkorr. (85 °,). 



























1) OC. Neuberg und L. Karczag, diese Zeitschr. 36, 68, 76. 
2) Ebendaselbst 438, 486. 

3) Vgl. C. 1916, I, S. 431. 

4) C. 1920, III, S. 670; 1921, I, 8S. 97. 

5) C. 1921, II, 8. 295. 

6) O. Firth und D. Charnass, diese Zeitschr. 26, 199, 1910. 
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2. 15 cem obiger Brenztraubensiiurelésung in 400 cem 10 proz. HCl mit 
5g Zinkstaub wie oben behandelt, ergaben ein Volumen von 410 cem. 
davon filtriert 200 cem, nach Fiirth-Charnass gef. 0,0945 g korr., ber. 0,0889 
i. e. 106%, 0,0832 g unkorr., ber. 0,0889 i. e. 93,6 %. 

100 cem desselben Filtrats liefern 0,0485g korr. (109°), 0,0427 g 
unkorr. (95,9%), ber. 0,0445 g. 

3. 20cem obiger Lésung in 400 cem lO proz. HCl mit 5g Zinkstaub 
behandelt usw. 

Volumen 410 cem, filtriert 180 cem, gef. 0,1025 g korr. (96 °,), 0,0902 g 
unkorr. (84,3), ber. 0,1067 g. 

Ich versuchte, auch die Brenztraubensiure durch oxydative Spaltung 
in CH,COOH und CO, zu zerlegen und die erstere durch Titration zu 
bestimmen; als Oxydationsmittel bediente ich mich einer 2 proz. K,Cr,0,- 
Lésung, die Brenztraubensiure wurde aus Schwefelsiure von verschiedener 
Konzentration (0,5 bis 6%), auch aus Phosphorsiurelésung (2 °,) destilliert : 
die zuerst tibergehende CO, wurde im n/5 Ba(OH), aufgefangen; da stets 
etwas mehr Saure als die auf CO, berechnete Menge iiberging, wurden 
dann Kolbeninhalt und Destillat (letzteres nach Austreiben der CO, durch: 
einmaliges Aufkochen mit verdiinnter H,SO,) vereinigt und der Wasser- 
dampfdestillation unterworfen. Es ging aber stets bedeutend mehr iiber, 
als der berechneten Menge Essigsiure entsprach; das Destillat reduzierte 
AgNO, (Ameisensiure ?). Die Bichromatoxydation verliuft offenbar nicht 
einheitlich (neben CH,COCOOH + O = CH,COOH + CO,, vielleicht 
auch CH,COCOOH + 30 = 2 HCOOH + CQ,). 


Bei den folgenden Versuchen mit PreBhefe wurde die Brenztrauben- 
g 


siure nach genauer Neutralisation durch NaOH zugesetzt. Ein Aus- 
schiitteln des Salzes aus den Hefefiltraten (wie es bei den milchsauren 
Salzen geschah) erwies sich als entbehrlich, die Reduktion und Be- 
stimmung wurde vielmehr im Filtrat direkt vorgenommen. Die Fil- 
tration erfolgte iiber Kieselgur, wobei das Filtrat fast frei von Eiweil 
ist; die Spuren des letzteren machen sich bei der Destillation nach 
Fiirth-Charnass durch einen erhéhten Verbrauch von K Mn Q, bemerkbar. 


4, Zwei Glasstutzen wurden mit je 50 g Hefe, sowie je 40 cem Brenz- 
traubensdurelésung (= 0,48 g Saure), die durch je 54,6 cem n/10 NaOH 
neutralisiert worden waren, versetzt und mit Leitungswasser aufgefiillt. 

A. Volumen 570 cem wurde gleich iiber Kieselgur filtriert. 

Vom Filtrat wurden 176 cem mit 59 cem HCl (40%) auf 10°, HC} 
gebracht, 200 cem HCl (10%) und 5 g Zn-Staub zugesetzt und 3 Stunden 
gekocht. 

Vom Volumen 415 cem wurden 300 cem filtriert und wie oben weiter 
behandelt. 

Destillat Fiirth-Charnass ergibt Verbrauch von 22,5cem n/10 Jod, 
i. e. 0,1125 g Brenztraubensaure (korr.), dies bedeutet fiir 415 cem (= 176 cem 
urspriingliches Filtrat) = 0,1556 g und fiir 570 cem urspriingliches Filtrat 
0,504 g. 

Andere Versuche fiir 50 g Hefe allein ergaben im Mittel 0,022 g, ergo 
entfallen auf den Zusatz 0,482 g in Ubereinstimmung mit dem tatsichlichen 
Zusatz. 
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B. Volumen 600 cem wurde erst bei Zimmertemperatur uber Nacht 
stehen gelassen, dann iiber Kieselgur filtriert. Vom Filtrat wurden 200 cem 
mit 66 cem HCl (40°,) auf 10° HCl gebracht, 60 cem HCl (10°) + 5g 
Zn-Staub zugesetzt und 3 Stunden gekocht. 

Vom Volumen 320cem wurden 310 cem filtriert, verbraucht nach 
Firth-Charnass 30,3 cem n/10 J, i. e. 0,152 g Saure, fiir 320 cem (= 200 ccm 
urspriingliches Filtrat) 0,157 g, fiir 600 cem urspriingliches Filtrat 0,471 g 
minus die Menge in der Hefe allein 0,022 g, 0,449 ¢ Saure, i. e. 93%. 

Bei Zimmertemperatur fand keine Zerstérung statt. 

Bei den Schiittelversuchen bediente ich mich der beschriebenen 
(l. c.) Versuchsanordnung (2 Schiittelkolben und je 3 Vorlagen mit 500, 
200 und 100 ccm n/5 Ba (OH),, die Zuleitung des Sauerstoffs erfolgt 
durch einen Dreiweghahn aus einer Bombe). Von den Barytvorlagen 
wurden Proben a 20 cem in gewohnter Weise mit n/5 HCl und Phenol- 
phthalein titriert. 

5. Zwei Kolben mit je 50g Hefe und Leitungswasser, Zusatz zu A.: 
2,024 g Brenztraubensiure, durch NaOH _ neutralisiert, O,-Schiittelung 
durch etwa 14 Stunden und Stehen tiber Nacht. 

CO,-Entwicklung aus A.: 2,14 g, aus B.: 0,38 g (auffallend niedrig!), 
auf Konto der Brenztraubenséiure entfalit 1,76¢ CO,. Nun wurde zur 
Austreibung der retinierten CO, (s. die Untersuchung tiber Milchsiure) 
in beide Kolben je 15 cem 10 prez. HCl zugesetzt und weiter 2 Stunden ge- 
schiittelt (nach Wechsel der Barytvorlagen). 

CO,-Entwicklung aus A.: 1,01g, aus B.: 0,22g, auf Konto der Brenz- 
traubensiure entfillt 0,79 g¢ €O,, in Summa 2,55¢ CO, A. (Volumen 
430 cem) und B. (Volumen 500 cem) wurden nun iiber je 0,5 g Kieselgur 
filtriert. 

Von A. 60cem Filtrat wie in 4. weiterbehandelt: Destillat Fiirth- 
Charnass ergibt fiir die Gesamtmenge 0,114 g. 

Von B. 60cem Filtrat liefern 0,100 g fiir Gesamtmenge. 

Ergo noch 0,114 — 0,100 = 0,014 g Brenztraubensiure im Filtrat. 

Nun wurden die Inhalte beider Kolben (mit den jeweilig zugehorigen 
Filterriickstaénden vereinigt) mit NaOH schwach alkalisch gemacht und 
in flieBendem Wasser durch 48 Stunden der Dialyse (s. die Untersuchung 
iiber Aminosdéuren) in Pergamentschlauchen unterworfen. Die Dialysate 
wurden dann in Schalen eingedampft, schlieBlich in gewogene Schalchen 
gespiilt und nach Trocknen im Trockenschrank bei etwa 110° gewogen. 
Der Riickstand von A. wog im Mittel von vier Wagungen um 0,63 ¢ mehr 


als der Riickstand in B. 
Es laBt sich aus den angefiihrten Daten die folgende C-Bilanz aut- 


stellen: 
2,024 g Brenztraubensiure enthalten . OSBe C 
2,55 g CQ,. Oa er ee ree ae 0.69 g 
0,014 g Brenztraubensitureim Filtrat . . . . 0 
0,63 g + im Heferiickstand zugunsten von A. 
berechnet als (C,H,»)O;)z (Zellulose) mit 
44,49, C rade ; “eae 0,28 g 
0,97 g € 
ergo ein Plus von. . . 0,14g C 


6. Zwei Kolben mit je 50g Hefe und Leitungswasser : 


16* 
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Zusatz zum ersten 2,024g Brenztraubensaéure, genau neutralisiert; 
O,-Schiittelung durch 13 Stunden und Stehen itiber Nacht. 

CO,-Entwicklung aus A. 2,25 g, aus B. 1,17 g, auf Konto der Brenz- 
traubensaure 1,08 g, nach Ansaiuern mit je 15 cem HCl 10% und weiterem 
Schiitteln durch 134 Stunden. CO,-Entwicklung aus A. 1,22 g, aus B. 0,36 g, 
auf Konto der Brenztraubensiure 0,86 g, in Summa 1,94¢ CO,. 

A. (Volumen 530cem) und B. (Volumen 560 ccm) wurden iiber je 
0,2 g Kieselgur filtriert. i 

Von A. 60 cem Filtrat, reduziert, und Destillat Fiirth-Charnass ergeben 
fiir Gesamtmenge berechnet 0,084 g Brenztraubensiaure. 

Von B. 60 ccm Filtrat, wie A. behandelt, fiir Gesamtmenge berechnet, 
0,039 g Brenztraubensaure. 

Differenz 0,045 g Brenztraubensiure noch im Filtrat. Kolbeninhalte 
und Filterriickstande vereinigt, schwach sauer gemacht, zur Hintanhaltung 
autolytischer Veriinderung aufgekocht, dann in flieBendem Wasser dialysiert 
(50 Stunden), eingedampft und getrocknet. Der Riickstand von A. wog 
im Mittel von fiinf Wagungen um 0,45 g mehr als der Riickstand von B. 
Es ergibt sich die folgende C-Bilanz: 


2,024 g Brenztraubensiure . ....... . 0,83¢ C 
DING EP Rasa Wiig ait 6. 5: ie ub ch + se ee 
0,045 g Brenztraubenséure im Filtrat . . . . 0,02g 


0,45 g + im Heferiickstand zugunsten von 
A. berechnet als (C,H,,0;), mit 44,494C. 0,20¢ 

0,75 g C 

ergo ein Minus von. . . 0,08g C 
Obwohl die Ubereinstimmung hier eine recht gute genannt werden 
kann, laBt die geringe Genauigkeit bei der Bestimmung des Heferiick- 
standes immer noch die Méglichkeit offen, daB sich andere Produkte 
bilden; so ist speziell im Falle der Brenztraubensiure an Acetaldehyd 
zu denken, der als eine sehr leicht fliichtige Substanz unverbrannt in 
die Vorlagen oder auch durch dieselben hinaus entweichen kénnte. 
Diese Erwigung fiihrte mich dazu, die Versuchsanordnung schlieBlich 
auch auf Acetaldehyd anzuwenden. Wird dieser Stoff dabei weder in den 
Barytvorlagen noch in einer angeschlossenen Vorlage mit 20° NH, 
gefunden, so kann er natiirlich auch nicht bei seiner eventuellen Bildung 

aus Brenztraubensiure auf diesem Wege entweichen. 


Nachdem ein Orientierungsversuch gezeigt hatte, daB Aldehyd bei 
Gegenwart von Na,CO, (das ja bei der O,-Schiittelung von brenztrauben- 
saurem Na auftritt) nicht in die Vorlagen tibergeht, wurde folgender Versuch 
angestellt. 

7. Zwei Kolben mit je 50g Hefe und Leitungswasser. 

Zusatz zu A. 3cem einer etwa 95proz. Acetaldehydlésung (= 2,8 g 
CH,COH); O,-Schiittelung durch 10 Stunden und Stehen tiber Nacht. 
AuBer den Barytvorlagen wurde bei A. noch eine Vorlage mit 100 ccm 
NH, (20%) angeschaltet, die durch Wasser gekiihlt wurde. 

CO,-Entwicklung aus A. 1,80g, aus B. 1,49g, ergo auf Konto des 
Aldehyds 0,31 ¢ CO,, also auffallend wenig. 

Nun wurden die Vorlagen bei A. vom BaCO, abfiltriert, die Filtrate 
mit der NH,-Lésung vereinigt, davon 14 durch H,SO, auf 0,59, H,SO, 
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gebracht und nach Ripper destilliert, in die siedende Lésung wurde 0,5 % 
H,SO, nachtropfen gelassen. Die Titration ergab fiir die Gesaratmenge 
berechnet 0,0484 g CH,COH, es war also keine nennenswerte Aldehyd- 
menge in die Vorlagen ausgetreten. 

AuBer dem Resultat, daB Acetaldehyd bei der O,-Schiittelung mit 
Hefe nur in geringem Mae unverindert in die Vorlagen entweicht (was 
diese Méglichkeit auch bei der Brenztraubensiiure so ziemlich aus- 
schlieBt), ist die geringfiigige Verbrennung des Aldehyds im Vergleich 
zur Milchsiure und Brenztraubensaure interessant. 


8. Wiederholung von 7. mit derselben Menge Aldehyd (2,8 g) ergab 
bei der O,-Schiittelung durch 8 Stunden und Stehen iiber Nacht: 

CO,-Entwicklung aus A. 2,09g, aus B. 1,41 g, ergo auf Konto des 
Aldehyds 0,68 g €0,, im Filtrat fand sich als Differenz von A. und B., 
fiir die Gesamtmenge berechnet, 1,07 g Aldehyd. 


Auch hier geringe Verbrennung, grofer Rest im Hefefiltrat. 

Das Ergebnis der Versuche 7 und 8 erschien geeignet, einen Ein- 
blick in den Mechanismus der oxydativen Milchsiure- bzw. Brenz- 
traubensaurezerstérung in Gegenwart von Hefezellen zu gewinnen, und 
zwar in bezug auf die Frage, ob der Acetaldehyd dabei als Zwischen- 
produkt auftritt oder nicht. Zu diesem Zwecke wurden noch zwei weitere 
Versuche ausgefiihrt. 


9. Zwei Kolben mit je 50g Hefe und Leitungswasser, Zusatz zu A. 
6 cem Aldehydlésung (= 4,86 g CH,COH); bei A. hinter den Barytvorlagen 
noch eine Vorlage mit 20 cem NH, (20%), in Wasser gekiihlt, angeschaltet ; 
O,-Schiittelung durch etwa 10 Stunden und Stehen tiber Nacht. 

CO,-Entwicklung aus A. 2,13 g, aus B. 0,88 g; ergo auf Konto des 
Aldehyds 1,25 ¢ C0,. 

A. (Volumen 540 cem) und B. (Volumen 540 cem) wurden tiber Kiesel- 
gur filtriert. 

Von A. ergaben 25cem nach Ripper destilliert 0,171 g, daher fiir 
Gesamtmenge (540 cem) 3,687 g Aldehyd. 

Von B. ergaben 50cem nach Ripper 0,00198 g, fiir 540 ccm 0,021 g 
Aldehyd. 

“rgo befanden sich noch 3,67 g Aldehyd im Filtrat. 

A. Die Barytfiltrate und NH, vereinigt werden von BaCO, filtriert, 
205 cem (14) mit H,SO, auf etwa 1%°% H,SO, gebracht und nach Ripper 
destilliert 0,052 g, fiir Gesamtmenge 0,208 g¢ Aldehyd, in die Vorlagen 
mitgerissen. 

B. Bei analoger Behandlung wird nach Ripper kein Aldehyd gefunden. 


Die C-Bilanz ergibt: 


£26:°2 CHLCOM 6.63). pens Bee C 
1,25 gCO,... itis an Ole 
3,67 g CH, COH | im : Hefefiltrat Pa 
0,208 g CH,COH durch den bia Strom mit- 

gerissen. . . i ‘ 2 + oe 


2,45 g¢ C 
Manko. . . 0,20g C 
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Es gelang nicht, den fehlenden C im Heferiickstand aufzufinden, 
womit die Tatsache einer partiellen Konsumption des Aldehyds durch 
die Hefe natiirlich noch nicht ausgeschlossen erscheint. Wichtig ist 
hier wieder die geringe Verbrennung und der grofe unangegriffene Rest 
im Filtrat. 

Nunmehr wurden Brenztraubensdiure und Aldhyd direkt verglichen. 

10. Zwei Kolben mit je 50 g Hefe und Leitungswasser; O,-Schiittelung 
durch etwa 10 Stunden und Stehen iiber Nacht; Zusatz zu A. 3,036 ¢ 

Brenztraubensiure als Na-Salz; zu B. 2ecm Aldehydlésung (= 1,62 g 
(H,COH); je drei Barytvorlagen und je eine Vorlage mit 50cem NH, 
(20°,), in Wasser gekiihlt. 

CO,-Entwicklung aus A. 1,89 g, aus B. 1,38 g. 

Nun wurden in beide Kolben 20 cem HCl (10°) zugesetzt und weiter 
veschiittelt (etwa 3 Stunden), nachdem die Barytvorlagen gewechselt 
worden waren. 

CO,-Entwicklung aus A. 1,27 g, aus B. 0,16 g, in Summa 3,16 ¢ baw. 
1.54¢ CO,. 

Die ersten Barytvorlagen mit NH, vereinigt, von BaCO, filtriert, 
mit verdiinnter H,SO, angeséuert und nach Ripper destilliert, ergaben: 

A. fiir Gesamtmenge berechnet 0,006 g Aldehyd. 

B. fiir Gesamtmenge berechnet 0,0228 g Aldehyd. 

A. (Volumen 530 cem) und B. (Volumen 560 ccm) iiber Kieselgur filtriert : 

A. 60 cem Filtrat, mit konzentrierter HCl auf 10% gebracht, mit HCl 
(10°) auf 300 cem aufgefiillt, dann mit 5g Zinkstaub reduziert und wie 
gewohnlich weiter behandelt; Destillat Fiirth-Charnass fiir Gesamtmenge 
herechnet 0,225 g Brenztraubensiure. 

B. 25 cem Filtrat, wie gewohnlich nach Ripper destilliert, fiir Gesamt- 
menge berechnet 1,37 g Aldehyd. 

Da Hefe ohne Zusatz bei diesem Versuch nicht verwendet worden 
war, kann eine exakte C-Bilanz fiir Brenztraubensiure und Aldehyd 
nicht aufgestellt werden. Doch wird die Aufstellung einer bedingten 
(-Bilanz fiir Brenztraubensiure durch folgende Uberlegung erméglicht. 
Wire der verschwundene Aldehyd i. e. (unter Vernachlissigung 
der minimalen, in die Vorlagen entwichenen Menge) 1,62 — 1,37 

0.25 g total verbrannt, so miiBte diese Menge eine CO,-Menge von 

0.50 g produzieren; dann verbliebe fiir die Hefe allein eine Produktion 

von 1,54 — 0,50 = 1,04 g CO,, und auf Konto der Brenztraubensiure : 

3.16 — 1,04 = 2,12 g CO,; daraus ergibe sich die folgende C-Bilanz: 

3,036 g Brenztraubensiure enthalten .. . . 1,24¢ € 


maximale CO,-Entwicklung 2,12g .... . 0,58¢ 
im Filtrat 0,225 g Brenztraubenséure. . . . . 0,09¢g 
0,67 ¢ C 
Manko (von der Hefe konsumiert) . . 0,57 g C 


Nun einige Zahlen zum Vergleich: 


1. Brenztraubensdure. 
Versuch 5. Vom Gesamt-C (0,83 g) als CO, entwickelt 0,69 g (88,1 °,) 
(abnorm hoch!), im Filtrat: 0. 
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Versuch 6.' Von 0,83 g Gesamt-C als CO, entwickelt 0,53 g (63,8 °,), 
im Filtrat: 0,02 g. 

Versuch 10. Von 1,24 g Gesamt-C als CO, entwickelt (im Maximum!) 
0,58 g (46,7°,), im Filtrat: 0,09 g. 


2. Acetaldeh yd. 

Versuch 7. Vom Gesamt-C = 1,53 g als CO, entwickelt 0,08 g (5,2 %). 

Versuch 8. Vom Gesamt-C = 1,53 g als CO, entwickelt 0,18 g (12,1), 
im Filtrat: 0.58 g (aus 1,07 g Aldehyd). 

Versuch 9. Vom Gesamt-C = 2,65 g als CO, entwickelt 0,34 g (12,8°,), 
im Filtrat: 2.00 g (aus 3,67 g Aldehyd). 

Versuch 10. Vom Gesamt-C = 0,88 g als CO, entwickelt (im Maximum!) 
0,14 g (15,99), im Filtrat: 0,75 g (aus 1,37 g Aldehyd). 

Die unter | und 2 angefiihrten Versuche zeigen deutlich, daB bei der 
angewandten Versuchsanordnung die Verbrennung des Acetaldehyds 
in weit geringerem Ausmape erfolgt, als die der Brenztraubensiure'). 
Die CO,-Entwicklung bei der letzteren erfolgt sofort und iibertrifft die 
aus dem Aldehyd, und zwar noch bevor die retinierte CO, (der Carboxyl- 
gruppe) durch HCl in Freiheit gesetzt wird (s. Versuch 10). Daraus 
folgt, daBp bei der geschilderten Versuchsanordnung Acetaldehyd nicht als 
Zwischenprodukt bei der Brenztraubensdiure- oder auch Milchsdure- 
zerstorung eine Rolle syielen kann, was natirlich zur Carboxylasespaltung 
der Brenztraubensiure unter anderen physiologischen Bedingungen in 
keinerlei Widerspruch steht. 


Zusammenfassung. 

1. Brenztraubensiure kann durch Reduktion mittels Zinkstaub 
und HCl zu Milchsiure und Destillation der letzteren nach Fiirth und 
Charnass bequem quantitativ bestimmt werden. 

2. Brenztraubensiure als Na-Salz, mit einer Hefesuspension im 
O,-Strom geschiittelt, verhalt sich, wie zu erwarten war, den milchsauren 
Salzen analog. Sie wird zum Teil, wie diese, unter reichlicher C O,-Ent- 
wicklung zerstért, zum Teil aber von der Hefe zum Aufbau ihrer Kérper- 
substanz verbraucht, obwohl der Hefe keine aiubere N- Quelle zu Gebote 
steht. 

3. Acetaldehyd zeigt eine sehr geringfiigige CO,-Entwicklung; der 
iiberwiegende Rest verbleibt im Hefefiltrat. 

4. Acetaldehyd tritt im vorliegenden Falle nicht als Zwischen- 
produkt der Milchsiure- bzw. Brenztraubensiurezerstérung auf (zum 
Unterschiede von den von Neuberg sichergestellten, zahlreichen Bei- 


spielen der Carboxylasespaltung von Brenztraubensaure durch tierische 
und pflanzliche Zellen). 


1) Der Unterschied in der Versuchsdauer ist irrelevant, da die CO,- 
Entwicklung nach 8 Stunden praktisch vollendet ist. 











Uber den Kalkgehalt der Organe bei kalkbehandelten Katzen. 


Von 


W. Heubner (Géttingen) und P. Rona (Berlin). 





(Eingegangen am 10. November 1922.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Bereits vor einigen Jahren veréffentlichten wir eine Mitteilung 
tiber Analysen, die die Verfolgung von injiziertem Calcium im 
Korper der Versuchstiere zum Ziele hatten +). Das damalige Material 
war klein und unvollstindig; inzwischen haben wir es so weit ver- 
groBert, daB sichere SchluBfolgerungen méglich sind. Die Arbeit 
haben wir in der Weise geteilt, daB die Vergiftung, Beobachtung 
und Sektion der meisten Tiere in Géttingen (H.) erfolgte, die Ana- 
lysen dagegen mit wenigen Ausnahmen in Berlin (R.), wohin die ab- 
gewogenen Organstiicke (in Glisern mit Glasstépseln) gesandt wurden. 
Vielleicht scheint das Ergebnis die Mithe und die Kosten?) nicht zu 
lohnen, insofern eine Aufkliarung weder iiber das Wesen der Calcium- 
wirkung noch itiber den Verbleib des Calciums im Kérper gegeben 
werden kann. Dennoch meinen wir, kann die Theorie der praktisch 
so wichtigen Calciumwirkung an den voa uns ermittelten Befunden 
nicht voriibergehen, da sie immerhin zu einer Abkehr von gelaufigen 
Vorstellungen zwingen. 



















I. Methodisches. 

In der schon erwihnten friiheren Arbeit hatten wir die titri- 
metrische Calciumbestimmung in der Form, die sie durch Jansen *) 
erhalten hatte, auch fiir feste Organe verwendet, nachdem sie sich 
vorher wie anderen Autoren, auch uns zu Analysen des Blutes 
bewahrt hatte*). Wir haben auch weiterhin diese Methode benutzt, 












1) Diese Zeitschr. 98, 353, 1919. 
2) Ein Teil der Kosten wurde uns durch eine Zuwendung der 

Zentralstelle fiir Balneologie erstattet, wofiir wir auch an dieser Stelle 

herzlich danken. 

8) Zeitschr. f. physiol. Chem. 101, 176, 1918. 

4) Diese Zeitschr. 98, 187, 1919. 
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muBten jedoch die Erfahrung machen, da8 ihre Zuverlissigkeit eine 
Grenze hat, wenn man zu kleinen absoluten Mengen des Materials 
heruntergeht. Der Grund dafiir scheint uns darin zu liegen, da es 
sehr schwer, wenn nicht praktisch unméglich ist, absolut kalkfreie 
Reagenzien zu erhalten; vor allem das bei der Methode erforderliche 
Eisenchlorid ist in dieser Hinsicht bedenklich. Man erhalt also nach 
Jansen wohl stets eine Calciummenge, die etwas gréfer ist als die in 
dem untersuchten Organ tatsichlich enthaltene, eben vermehrt um 
eine kleine Spur aus den Reagenzien. Der Fehler kann — wenigstens 
fiir alle Vergleichsbestimmungen — vernachlissigt werden, wenn die 
absolute Menge des Organkalkes gro genug ist, d. h. wenn ein 
geniigendes Quantum des Organs zur Analyse genommen wird; nach 
unseren Erfahrungen halten wir alle Analysen an weniger als 5g 
frischen Organs fiir unbrauchbar und nur solche von 10g aufwarts 
fiir hinreichend zuverlissig. Im Verlaufe unserer Untersuchungen 
sind wir daher zu immer gréBeren Materialmengen fiir die Analysen 
iibergegangen; dadurch wurde naturgemaB die Zahl der verfiigbaren 
Organe eingeschrinkt. Viele Analysen, die wir im Anfang ausgefiihrt 
hatten (z. B. von Galle, Sehnen, Arterien, Haaren u. dgl.) muBten 
wir ganz verwerfen. Ausreichend waren bei allen Tieren nur Muskeln, 
Leber, Darm, Gehirn und Nieren; andere Organe nur ausnahmsweise 
hier und da. 

Alle Werte, die wir bei Verwendung hinreichender Materialmengen 
von dem gleichen Organ eines einzelnen Tieres erhielten, liegen im 
allgemeinen nahe beieinander, obwohl auch dann noch gelegentlich 
Differenzen vorkamen, die sich 50°/, annaherten und merklich 
gréBer waren als bei Parallelanalysen desselben Blutes. Ohne unsere 
Analysengenauigkeit iiberschitzen zu wollen, fiir die wir 20% 
groBten Fehler ruhig zugeben wollen, glauben wir doch auch eine 
Verschiedenheit des Kalkgehaltes an verschiedenen Stellen desselben 
Organs (Leber) oder in verschiedenen gleichartigen Organen (Muskeln) 
annehmen zu miissen. Auch dies ist uns erst wabrend der Unter- 
suchung selbst deutlich geworden und daher fehlen in unseren friiheren 
Versuchen die mehrfachen Parallelanalysen, durch die wir uns spiter 
zu sichern suchten. 

Eine Fehlerquelle besonderer Art ist natiirlich beim Gehirn durch die 
Méglichkeit gegeben, daB bei der Eréffnung des Schiidels Knochensplitter- 
chen unbemerkt in die Hirnmasse eingedriickt werden; doch wurde stets 


an diese Méglichkeit gedacht und unter sorgfiltiger Inspektion des heraus- 
genommenen Gehirns danach getrachtet, diesen Fehler zu korrigieren. 


Die Organe wurden, wie friiher, méglichst frisch entnommen und 


als Ganzes, sowie abgeteilt fiir die Analysen gewogen; dabei wurde 
meist eine bestimmte Reihenfolge innegehalten, ferner die Zeit ver- 
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merkt, die seit der Tétung des Tieres oder Beginn der Sektion ver- 
flossen war; 80 wurden Verschiedenheiten des Wasserverlustes weit- 
gehend vermieden und nebenher ein recht zuverlissiges Zahlenmaterial 
iiber die Organgewichte der benutzten Tierart gewonnen, das auch 
unabhangig von den Kalkanalysen gelegentlich von Wert sein kann 
(vgl. diese und folgende Seiten). 

Die Kalkbehandlung erfolgte stets durch subkutane Injektion 
von Calciumchloridlésungen mit 2 bis 5 Proz. des wasserhaltigen 
Salzes (wahrend wir in der friiheren Arbeit intravendse Injektion 
verwandt hatten). Die lokalen Schadigungen an den Injektions- 
stellen nahmen wir in Kauf, da wir auch den Erfolg wiederholter, 
selbst mehr- und vieltégiger Kalkbehandlung zu priifen wiinschten. 
Natiirlich wurde bei Entnahme von Muskel oder Haut zum Zweck 
der Analyse peinlich darauf geachtet, das das Gewebe auBerhalb der 
unmittelbar von den letzten Injektionen getroffenen Gebiete lag. 

Die Mengen des injizierten Calciumsalzes bewegen sich zwischen 
tédlichen Dosen und groBen Bruchteilen davon; natiirlich ist bei 
mehrfachen Injektionen auch der Zeitfaktor mit in Rechnung zu 
setzen. 


Il. Organgewichte. 


Auf Tabelle J finden sich die Gewichte der frischen Organe unserer 
Katzen zusammengestellt, und zwar ausgedriickt in Promillen ihres 
Kérpergewichts. Dabei sind zunachst gesunde Tiere von normalem 
Habitus abgetrennt, die durch Entbluten getétet waren (A), weiterhin 
ebensolehe, jedoch mit Calcium behandelte Tiere (B). Ein merk- 
licher Unterschied besteht zwischen beiden Gruppen nicht. Auch die 
nicht verbluteten Tiere (C) ordnen sich den gleichen Zahlenbereichen 
ein. Zwei Beispiele eines abgemagerten und eines gemisteten Tieres 
beleuchten die bekannte Tatsache, daB die parenchymatésen Organe 
(Leber, Nieren, Herz) an dem Fettverlust bei Abmagerung starken 
Anteil haben, das Gehirn jedoch nicht; umgekehrt verfetten die 
inneren Organe bei iibermaBiger Fiitterung nicht in gleichem Grade 
wie der Gesamtkorper. 

Tabelle II gibt einen Uberblick iiber die von uns an Katzen- 
organen gefundenen Variationen; dabei sind die Daten aus unserer 
friiheren Arbeit mit beriicksichtigt. Die Schwankungen sind auch 
an der Lunge gréBer, als uns damals gesetzmaBig schien; Laqueur 
und Magnus geben als Normalgewicht der Katzenlungen 7 bis 8g 
pro Kilogramm an '). 


1) Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 18, 38, 1921. 
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Versuchs- 
nummer 


13 


Korper- 
gewicht 
kg 


1,90 
1,94 
2,50 
2,50 
3.07 
2,12 
2,20 
2,25 
2.80 
2,74 
3,00 
2.50 


1,42 


2.85 


Besondere Merkmale 


gesund, nor- 
maler Habitus, 
entblutet 


normaler Habi- 
tus, mit Calcium 
behandelt, 


entblutet 
normaler Kater | 
Habitus mit || 
ohne Ca | 
Verblutung peh 
gestorben i 
abgemagert 


ziemlich fett 


Mittel der Reihe A (normal, entbl.) 


he 


Gesamtmittel . 


B (Ca, entblutet) 
* (nicht a ) 


Leber 


23.0 
32.3 
25.4 
26.2 
30,2 
31,0 
29.6 
33,5 
26.5 
28,2 
26,4 
27.4 


20,2 
26.3 
27,4 
30,2 


27,3 


27.6 


Gehirn Nieren Lungen 
6.0 6.0 
14.7 6,3 8.4 
10,4 7,3 - 
10,8 . 
9.3 9,1 
11,2 8.5 7,2 
11,5 6.6 7.3 
7.5 8.0 
10.8 8.0 
10.5 10.8 — 
92 0.6 
10.0 8.2 von 
16.8 58 8.5 
8.6 5,2 4.1 
11,3 1,2 7,2 
11,2 77 7.5 
9.9 9.5 
112 7.4 6.9 


Tabelle 11. 


Variationsbreite der Organgewichte (in Promille des Korpergewichts). 


Herz 


4.6 
4,0 


3.8 
3.4 


4,3 
4.4 


4.1 





Zahl der unters 


Organ suchten Katzen 
Leber 4 
Gehirn . Mi 
Nieren 12 
Lungen . 3 
Herz . i 
Milz 10 

Tabelle 


Verhaltnis der beiden Nieren (in Grammen). 





Versuchs- 
nummer 


Linke Niere 


14,19 
10,36 
11,27 


Rechte Niere 


13,81 
10,21 
L117 


Minimum Maximum 
20,2 33.5 
5.4 16,8 
§,2 10.8 
4.1 8.5 
3.4 4.9 
0.7 3,2 
Ill. 


Mittel 


Milz 


<= 3 2 
So 


te 


1.6 
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In einigen Versuchen wurden rechte und linke Niere gesondert 
gewogen: die linke war stets ein klein wenig schwerer als die rechte, 
wie Tabelle III verzeichnet. Im Versuch 3 wurde dem lebenden Tier 
die linke Niere (nach Abbinden der GefiBe) exstirpiert; sie wog 
15,58 g, dagegen die rechte aus der Leiche des bei der Operation ge- 
storbenen Tieres nur 14,76. Die lebende Niere enthalt also so viel Blut 
mehr als die Leichenniere, wie etwa 3°/, ihres Gewichtes entspricht. 

Es ist nicht uninteressant, diesem Befunde einen analogen von der 
Lunge gegeniiberzustellen, der bei einer friiheren Gelegenheit erhoben 
wurde: es zeigte sich, daB die lebende Lunge etwa 35% ihres Gewichts 
mehr an Blut enthilt als die Leichenlunge'). 

In einer Reihe von Versuchen wurden (mit Mikrokjeldahl) Stick- 
stoffbestimmungen in Proben der Organe vorgenommen, die den 
Zweck verfolgten, etwaige Unterschiede des Wassergehaltes der frischen 
Organe aufzudecken. Tabelle IV gibt eine Ubersicht der erhaltenen 
Werte. 





Tabelle IV. 
Stickstoffgehalt in frischen Organen (%). 
as |tz| . | | ae 
26 3 : 3 
ge 26) Menmi | 5/2) ¢ | S ela l/eleigie| g 
ie S$/O|/ 2] 3 /2l/2Z/2/A/a/2) = 
A. 7 | 1,90! gesund, normaler 3,39 1,79) 2,72 | 2,93 |2,72 — |3,30 — | — 3,95 12,96 
5 2,50, Habitus, 3,27 1,72 (2,50) (1,99) — — 3,22 — — 297 13,26 
j en ute —— 
8]? | 2,65 1,94 238 — 3,052,983,65 — —| (7,12) 
B. 14 2,20) norm. Habitus, 2.92 1,87(1,63) 212 — — 266 — — 3,86 13,36 
17 | 2,25) ™- Ce behandelt, 9.94 1,91 2.65 — 2.992,95:2,97,- — |3,63) — 
6 1,42! abgemagert 1,77 1,91) 2,72 | 3,02 2,84 — 2.82 — — |3,84/13,32 
13 | 2.85] ziemlich fett, Ca 3,862.01 — | 2,80) —| — 3,54/2,872,7613.95) — 


Es zeigt sich, daB in der Tat ziemlich erhebliche Differenzen des Stick- 
stoff-, also EiweiBgehalts vorkommen, ohne da8 ein Grund dafiir angebbar 
ist. Sehr konstant sind nur die Zahlen fiir die lebenswichtigsten Organe, 
Gehirn und Herz; nehmen wir fiir das Gehirn die in unserer friiheren Arbeit 
ermittelten Werte hinzu, so kommen wir bei 11 Versuchstieren zu einer 
Schwankungsbreite von 1,72 bis 2,05 % N; da wir friiher in Parallelversuchen 
am gleichen Gehirn ebenfalls Differenzen bis zu 0,3 % N fanden, so bedeuten 
die Zahlen eine groBe Konstanz von Individuum zu Individuum. Im 
Versuch 6 diente zur Analyse ein Stiick des GroBhirnlappens, im Versuch 7 
eine Querscheibe aus der Gegend der Vierhiigel: auch verschiedene Gehirn- 
teile weisen also konstante Stickstoffwerte auf. 

Die bei Muskeln erhaltenen Differenzen sind nicht durch verschiedene 
Muskelarten zu erkliren: denn die analysierten Stiicke entstammten 
stets dem Oberschenkel (Quadriceps). Auch die Annahme eines etwa ver- 


1) Gildemeister und Heubner, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 18, 318, 
1921. 
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schiedenen Wasserverlustes der Organe bei der Priiparation ist zuriick- 
zuweisen. Denn die Zeiten der Entnahme der Proben nach dem Tode 
des Tieres sind meist sehr ahnlich (vgl. Tabelle V). Die Organe enthalten 
also wahrend des Lebens auf gleiche Stickstoffmengen verschiedene Mengen 
Gesamtsubstanz, also wohl auch auf gleiche EiweiBmengen verschiedene 
Mengen Wasser. 


Tabelle V. 
Stickstoffgehalt der frischen Organe im Verhiltnis zur Dauer und 
Temperatur der Praparation. 





ae ops . | 
i \ Zeitraum zwischen Stickstoff chalt 


Versuchs: || | Tod des Tieres Datum der 
| 0 } ~ > . oO, Ss 

nummer | rgan | es Praparation hinchae ome 
6 Leber 24 Minuten 22. 9. 19 1,77 
8 " 84 ‘ ae he 2,65 
7 mS 85 e 27. 9. 19 3,39 
13 < 141 e | 14. 1, 20 3,86 
14 Muskel 44 : 5.11. 19 2.66 
6 . 30 fs 22. 9. 19 2,82 
13 z 42 a 14, 1, 20 3,54 
8 ¥ 25 4 2. 8. 19 3,65 
14 Lunge 95 J |} 6.11.19 2,12 
6 « 129 re | 22. 9, 19 2,93 
5 Haut 44 g , 9.10.19 2,97 
7 “ 21 ‘ | 27. 9. 19 3,95 
13 i 29 ss | 14, 1. 20 3,95 


Einige der Zahlen von Tabelle IV sind eingeklammert und bediirfen 
der Erlauterung: Im Versuch 5 und 14 kam nicht wie sonst eine Quer- 
scheibe der Niere mit Mark und Rinde zur Analyse, sondern reine Rinde. 
Ferner war im Versuch 5 die Lunge merklich 6dematés. — Die Haut wurde 
nur im Versuch 8 zusammen mit ihren Haaren analysiert; sonst waren die 
Tiere wahrend des Lebens bereits sorgfaltig durch Strontiumsulfid (im 
Versuch 6 durch Rasieren) auf dem Bauche und den angrenzenden Flachen 
der Oberschenkel enthaart worden und diese haarlose Haut zur Analyse 
verwandt. Haare wurden aus einer sauberen Stelle des Pelzes heraus- 
geschnitten, im Versuch 14 noch durch Schiitteln in Ather gereinigt. 


III. Blutkalk. 

Bei einer Anzahl der untersuchten Tiere wurden auch Blutproben 
(stets 10ccm) analysiert. Die erhaltenen Werte gibt Tabelle VI. Das 
Mittel von vier Normaltieren betriigt 10,9mg-Proz. CaO bei einer 
Schwankungsbreite von 10,5 bis 11,9. In unserer ersten Arbeit’) 
hatten wir an 16 gesunden Tieren Werte zwischen 9,5 und 14,3 bei 
einem Mittel von 11,2 gefunden. (Dabei ist entsprechend unseren 
neuen Erfahrungen — vgl. oben S. 249 — eine Analyse nicht mit- 
gezihlt, bei der weniger als 10 cem verwendet worden waren). 


1) Diese Zeitschr. 93, 187, 194, 1919. 
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Tabelle VI. 
Blut. 





Vorbehandelt mit g CaO je kg 
‘ Zeitraum zwischen 


Versuchss “fer 1) CaO 
Reihe : . letzter Calcium. = ™8*"9 ©4 
nummer Sk Nash Gesamt- wahrend injektion und Tod im Blute 
dosis Tagen 
A. 7 — —- _ 10,7 
5 — — 11,9 
| —_ —_— —_— 10.5 
2 —_— 9.4 
2 —_ { _ LE 
B. 20 0,013—0,019 0,16 42 10 ‘Tage 12.4 
12,1 
19 0,013—0,019, O18 | 49 6 Tage 98 
1.00 
17 0,02 0,18 9 23 Stunden 115 
14 0,023 0,07 2 5 Stunden 12,0 
C. 16 0,025—0,053 013 l 2 Stunden 15,2 


Mittel der Reihe A. . 109 
Mittel der Reihe B. . 11.9 


Der im Versuch 16 gefundene Wert von 15,2 mg-Proz. CaO 
2 Stunden nach der letzten subkutanen Injektion einer hohen Calcium- 
dosis stimmt ebenfalls mit unseren friiheren Befunden aufs beste 
itiberein. Wir hatten an vier Tieren in dem Zeitraum von !), bis 
21/, Stunden nach gleicher Vorbehandlung im Mittel 15,4 gefunden‘). 
Kine Ergainzung liefert dieser Versuch jedoch insofern, als Calcium 
nicht nur durch einmalige Injektion — wie friher (entsprechend 0,045 
bis 0,067 g CaO pro Kilogramm) —, sondern in vier Injektionen 
wahrend 21 Stunden zugefiihrt wurde, im ganzen 0,13 g CaO pro Kilo- 
gramm. Es zeigt sich, da auch eine solche ,,Anreicherung* des 
Kérpers mit Calcium nicht imstande ist, den Calciumgehalt des Blutes 
héher zu treiben als eine einmalige subkutane Injektion. Die in diesem 
Falle angewandte Dosis war nicht sehr weit von der tédlichen ent- 
fernt: ein anderes Tier ging nach einer im Laufe von 21 Stunden 
verabreichten Dosis von 0,17 g CaO pro Kilogramm zugrunde. 

Bei dieser Sachlage ist es nicht erstaunlich, daB bei Anwendung 
kleinerer Dosen auch wihrend eines lingeren Zeitraums keine Er- 
héhungen des Blutkalks zu finden sind, wofiir Versuch 14 und 17 
Belege sind; allerdings geschah die Untersuchung so lange Zeit nach 
der letzten Injektion, daB auch nach einmaliger gréBerer Dosis keine 
Erhéhung des Blutkalks mehr zu finden gewesen wiire*). Um so mehr 


') Diese Zeitschr. 93, 201, 1919. 
*) Vgl. unsere frithere Arbeit, ebendaselbst 98, 201 ff. 






































Kalkgehalt der Organe bei kalkbehandelten Katzen. 255 


wird die Tatsache ins rechte Licht gestellt, daB eine bleibende An- 
reicherung des Blutes an Calcium durch Dauerzufuhr ertriglicher 
Kalkmengen nicht eintritt. Die Versuchstiere 19 und 20, die sehr 
milde, wenn auch wihrend einer langen Zeitperiode mit Calcium be- 
handelt und erst nach einem mehrtagigen Intervall zur Untersuchung 
kamen, sind natiirlich eher Normaltieren als Calciumtieren gleich- 
zusetzen. 

Bei dieser Gelegenheit sei es erlaubt, mit einigen Worten auch auf 
unsere friiheren Untersuchungen an Serum zuriickzukommen. Nach den 
oben angefiihrten Erfahrungen iiber die Analyse geringerer Substanz- 
mengen scheinen uns eine Reihe der damals angegebenen Zahlen revisions- 
bedirftig. Von Normaltieren besitzen wir nur zwei Analysen, die an 10 cem 
Serum ausgefiihrt wurden: sie ergaben die Werte 15,2 und 15,6 mg-Proz. 
CaO; beriicksichtigen wir jedoch noch alle Werte bis herab zu 7,5 cem 
angewandten Serums, so hatten wir unter neun gesunden Tieren das Mittel 
16,0 mg-Proz. bei einer Schwankungsbreite von 14,4 bis 16,8, und bei 
vier trachtigen oder kranken Tieren das Mittel 15,6 (14,1 bis 17,0). Die 
iibrigen héheren Werte (bis 20,3) méchten wir heute als fehlerhaft ansehen. 

Auch von den Serumanalysen nach Kalkbehandlung') wiirden wir 
heute einige Werte streichen. Doch wird dadurch das Gesamtergebnis 
nicht veriindert, ebensowenig unsere SchluBfolgerungen tiber das Verhalten 
der Blutkérperchen, so da es sich nicht lohnt, die Zahlen im einzelnen 
zu diskutieren. 


IV. Organkalk. 
A. Normalzahlen. 


Die Grundlage fiir die Beurteilung des Effekts von Kalk- 
injektionen auf den Kalkgehalt der Gewebe miissen natiirlich hin- 
reichend begriindete Daten iiber den normalen Kalkgehalt liefern. 
Wir haben daher eine Anzahl unbehandelter Katzen durch Verbluten 
aus der Carotis getétet und die Organe enalysiert. 


a) Muskeln. 

In Tabelle VII finden sich zunichst eine Anzahl Versuche ver- 
zeichnet, in denen mehrere Muskeln desselben Tieres zur Analyse 
kamen. Sie liefern zugleich ein Material, das tiber die Genauigkeit 
der angewandten Methode AufschluB gibt. 

Betrachtet man zunichst gleiche, symmetrische Muskeln beider Korper- 
halften unter der Voraussetzung, daB sie beziiglich ihres Kalkgehalts auch 
als gleich anzusehen sind, so ergibt sich in vier Doppelanalysen des Ver- 
suchs 1 ein gréBter Fehler von 18%, ein mittlerer Fehler von 7%. Bei 
den verschiedenen Muskelpaaren iiberschneiden sich die Einzelwerte nicht ; 
die Ergebnisse scheinen vielmehr auf verschiedenen Kalkgehalt der Muskeln 
zu deuten: Quadriceps 4,5; Adduktoren 5,0; Biceps 5,3; Wade 5,6. Den- 
noch kann dies Zufall sein. Im Versuch 3 wurde ein langer Riickenmuskel 


') Vgl. Tabelle diese Zeitschr. 93, 201. 
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Tabelle VII. 


Normaltiere, Muskeln. 





Versuchs- 


Zur Analyse ent- 


nummer u. Rea | ane Gefunden 
Kérpergew. orgeschichte u. dgl. Art des Muskels pany as mg-"/o CaO 
kg 8 py Tode 
1 2,50 | Seit drei Monaten im In- r. Quadriceps . . 20,05 25 4,9 
stitut gefiittert, vollig 1. " . . || 23,20 33 4,1 
normal, seit 15 Stunden , r. Adduktoren. . 16,58 42 4,9 
niichtern ; entblutet i a . . |} 16,11 38 5,1 
r. Biceps femoris — 17,60 50 5,2 
Be % 15,49 46 5,4 
r. Wade. ... . | 15,19 54 5,7 
l . un a6 OF 59 55 


bo 


15 


16 








“ 


3,07 Seit14Tageneingebracht, Querscheibe aus l. 
z. T. mit Pferdefleisch, Adduktor + 


z. T. mit Kiichenabfiallen Flexor femoris . | 10,75 210 114 
gefiittert, vollig normal; Stiick aus r. Glu- 
ent blutet taus maximus ._ 15,95 224 11,2 
2,74 Kater; stirbt im Augen- | r. Adduktoren . . 23,16 265 7,0 
blick einer Amputation r. Wade... ... 14,74 257 7,5 
des 1. Femur, nachdem |}. Riickenmuskel, | 13,23 275 5.8 
ihm bereits bei der glei- oberes Stick . 
chen Operation (nach 2,5g | derselbe, unteres 
Urethan) die 1. Niereex- | Stiick. . ... 12,23 279 7,2 
stirpiert und 40 cem Blut | 
aus der A. femoralis ent- 
nommen war 
2,50 | Rechter Femur in Ather- | r. Quadriceps und 
narkose amputiert | Adduktor... 15,15 160 8,5 
Beuger d. r. Ober- 
schenkels .. . | 15,35 167 9,6 
r. Unterschenkel . | 16,21 177 9.5 
2,80  Seit drei Wochen im In- r. Quadriceps . . 15,70 135 8.3 
stitut gefiittert, r. Ober-  r. Adduktoren . . 19,28 142 7,1 
schenkel in Athernarkose |r. Wade... . . 16,80 156 12.0 
amputiert 


durchgeteilt und das obere Stiick von einem anderen Untersucher analysiert 
als das untere: die Ergebnisse liegen mit 5,8 und 7,2 % um 22 % auseinander ; 
hier ist gewiB nicht zu unterscheiden, ob Verschiedenheiten des Objekts 
oder nur methodische Fehler vorliegen. Im Versuch 16 wurde fiir die 
Wadenmuskulatur ein erheblich héherer Wert ermittelt als fiir die Ober- 
schenkelmuskeln; will man diesen Wert nicht als Zufallsfehler gréberer 
Art verwerfen, wofiir kein Grund vorliegt, so spricht er stark fiir das Vor- 
kommen wechselnden Kalkgehalts in der Muskulatur desselben Tieres. 


Vergleicht man die Mittelzahlen simtlicher Analysen bei den 
fiinf verschiedenen Individuen miteinander, so erhailt man die Werte 


1) In Géttingen analysiert. 
*) In Berlin analysiert. 
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5,1; 11,3; 6,9; 9,2 und 9,1 mg-Proz. Ca. Sie liegen ganz sicher weiter 
auseinander, als es methodische Fehler erkliren kénnten. Die Schlub- 
folgerung auf einen wechselnden Kalkgehalt in der Muskulatur ver- 
schiedener Individuen wird weiter gestiitzt durch diejenigen Analysen, 
in denen wir jeweils nur eine Muskelprobe, stets vom Quadriceps, 
untersuchten. Die Ergebnisse finden sich auf Tabelle VIII, auf der die 
Mittelzahlen aus Tabelle VII nochmals mit aufgenommen sind. 


Tabelle VIII. 


Normaltiere, Muskeln. 





Versuchs- Korper- a Neate mente Gefunden 
nummer gewicht Minuten n. | mg-"/p CaO 
kg } g dem Tode 
1 2.50 (Mittelzahl:) | 5,1 
2 3,07 ‘i 11,3 
3 2,74 ” 6,9 
15 2,50 et 9,2 
16 2,80 és 9.1 
4 1,94 14,80 24 10,7 
5 2,50 9,40 51 26.5 
6 1,42 (6,09) 25 (17,8) 
7 1,90 9,92 32 8,8 
8 ? (5,87) 22 (12,0) 
9 ? 9,99 ? 8,7 
10 ? ? ? (6,9) 
11 ? ? ? (7,0) 
Mittel 10.8 


Mittel unter Ausschl. der eingekl. Zahlen 10,7 

Die Tiere Nr. 4, 5, 6 waren seit Monaten im Gottinger Institut mit 
gemischter Kost gefiittert worden, davon nur Nr. 6 nicht ganz normal, 
insofern es in der letzten Woche vor dem Tode schlecht gefressen hatte 
und stark abgemagert war; alle Tiere (auBer Nr. 3, 15, 16) waren durch 
Verbluten getotet. 

Auch bei strengster Vorsicht in der Bewertung der erhaltenen 
Zahlen wird man nicht umhin kénnen, eine Schwankungsbreite um 
mindestens das Doppelte, wenn nicht das Mehrfache anzuerkennen. 
Besonders haiufig kommen allerdings Zahlen zwischen 7 und 9 mg-Proz. 
vor. Man wird in dieser Héhe ein gewisses Normalmaf erblicken 
kénnen; sicher gibt es nicht das Minimum an, das mit gesunden 
Funktionen vereinbar ist, wie der Fall 1 beweist. Andererseits kann 
tiber das Normalmaf hinaus Calcium in erheblichen Mengen (als 
Reservevorrat /) aufgespeichert werden. 


b) Leber. 
Die Ubersicht der Zahlen (vgl. Tabelle 1X) liefert dasselbe Bild 
wie bei den Muskeln: Differenzen von Individuum zu Individuum, 
Biochemische Zeitschrift Band 135. 17 








ee 
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Tabelle 1X, 
Normaltiere, Leber und Gehirn. 





Leber Gehirn 
V ,... Zur Analyse ents Zur Analyse ents 
ersuchss nommen : nommen : 
nummer “ries Gefunden ; aii Gefunden 
Minuten n. mg*"y CaO Minuten n. mgjp Ca ( 
dem Tode & | dem Tode 
l 17,23 102 5.6 yr. Halfte ... . || 13,29 98 7,3 
17,85 114 5,0 l, Halfte ... .|| 1267 100 7,0 
13,84 118 6,4 
2 6,04 274 12,8 Scheibe aus GroB- 
9,86 285 12,8 u. Mittelhirn + 
Stiick Kleinhirn 9,52 238 5,0 
Rest des Hirns . 19,02 240 6,3 
3 16,45 304 6,2 F. Pemeee. 6. es 14,35 350 11,0 
15,95 307 6,8 ]. Halfte. .... 14,46 352 10,1 
4 9,61 227 9,0 Frontalscheibe . . 7,86 295 7,9 
5 9,43 105 10,8 l. GroBhirnhalfte 10,20 100 21,4 
6 8,23 82 15,4 Frontalscheibe . . 7,72 41 20,0 
7 8,21 80 11,2 vorderes GroBhirn (5,26) 55 (23,2) 
8 13,27 _ 80 14.6 Frontalscheibe . . 7,67 47 21,9 
9 9,67 ? 18,8 
6,60 ? 10,6 





die bis zum Dreifachen gehen und auch bei Parallelanalysen an der- 
selben Leber zuweilen Unterschiede, die tiber die methodischen Fehler 
hinauszugehen scheinen. Ob die starke Differenz im Versuch 9 reell 
ist, mag dahingestellt bleiben; immerhin ist bemerkenswert, daB die 
Abweichung entgegengesetzt ist, als dem iiblichen Fehler entsprechen 
wiirde, insofern bei der kleineren Substanzmenge kein gréBerer, sondern 
ein erheblich geringerer Kalkwert gefunden wurde. — Bei der Be- 
urteilung der gefundenen Differenzen darf man sich bewuBt bleiben, 
daB gerade in diesem Organ wohl gelegentlich lokale Verkalkungen 
kleiner pathologischer Herde vorkommen mégen. 

Das gefundene Calciumminimum liegt nahe dem Minimum in 
der Muskulatur bei 5 bis 6 mg-Proz. CaO. 


c) Gehirn. 

Auch beim Gehirn sind die Differenzen von Individuum zu 
Individuum sehr gro8, wihrend sie bei den drei Parallelanalysen 
nur bis zu 20°/, gehen. Schon friher hatten wir Schwankungen 
von 11 bis 24 mg-Proz. bei fiinf Individuen beobachtet'). Trotz der 
dadurch gebotenen Vorsicht, daB die Eréffnung des Schidels Kérnchen 
von Knochensubstanz unbemerkt in die Hirnmasse bringen k6énnte, 


1) Diese Zeitschr. 98, 357, 1919. 
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verdient der Befund Beachtung, vor allem im Zusammenhang mit 
den vorher behandelten Organen, bei denen die gleiche Gefahr nicht 
besteht. 

An den Differenzen bis zu 100°/, in den Versuchen 1, 2 und 3 
ist ja auf keinen Fall zu zweifeln. 

Das Minimum liegt ebenso hoch wie bei Muskel und Leber, 
namlich bei 5 bis 6 mg-Proz.CaO. Bemerkenswert ist die Erscheinung, 
daB das Minimum nicht fiir alle drei Organe bei dem gleichen In- 
dividuum gefunden wurde; zwar ist Nr. 1 auch noch durch einen 
recht niedrigen Wert ausgezeichnet, doch lehrt ein Vergleich von 
Nr. 2 und 3 auf Tabelle IX, wie die Einzelorgane beziiglich des 
Kalkwertes ihre Selbstandigkeit behaupten. 


d) Niere. 

In dem Ausscheidungsorgan Niere wird man a priori weit eher 
stirkere Differenzen des Kalkgehalts erwarten als in den iibrigen 
Organen, zumal eingedenk mancher pathologisch-histologischer Be- 
funde einer sichtbaren Ausscheidung von Kalksalzen in Zellen oder 
Kanialchen. Doch weichen die gefundenen Zahlen (Tabelle X) nicht 


Tabelle X. 
Normaltiere, Nieren. 





|| Zur Analyse ent- 
: \| nommen . 
pir ng Zurichtung des Organs es or 
' Minuten n, ™8*0!" © 
& dem Tode 


10 ganze Jinke Niere. ........ ? ? 8,4 
ganze rechte Niere ........ ? ? 6,9 
11 ganze linke Niere. ........ ? ?. 6,6 
ganze rechte Niere........ ? ? 81 
4 Rinde (Mark ausgeschilt). . . .. 7,76 257 10,8 
5 5,98 127 12,6 
8 7,56 105 17,9 
9 Rinde und Mark . . aa 9,89 ? 11,5 
Rinde (Mark ausgeschiilt) . Sar aCe 9,76 ? 5,8 
2 rechte Niere, Rinde z. T. abgeschilt | 10,40 308 13,2 
linke Niere, Mark ausgeschalt. . . 9,93 300 8.6 
3 linke Niere, dem Jebenden Tiere ex- 
stirpiert, lehmgelb gefarbt, Teil 
der Rinde abgeschalt. ..... | 13,08 9.5 


rechte Niere, der Leiche entnommen 
braun gefarbt (wie Milchschoko- 
lade), Mark ausgeschiilt. . . . . | 12,98 312 9.3 


stiirker voneinander ab, als in den bisher besprochenen Organen. 

Zwischen rechts und links sind die Unterschiede nicht gréRer als 

20°/,, kénnen also durch methodische Fehler vorgetiuscht sein. 
vi* 
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Dagegen ist in den Versuchen 2 und 9 der Unterschied zwischen 
reiner Rinde und einem Stiick markhaltigen Nierengewebes sehr be- 
trichtlich, so daB das Mark calciumreicher als die Rinde erscheint; 
im Versuch 3 tritt dies allerdings nicht zutage. Unsere etwas 
weiter gehende Angabe auf dem Pharmakologentag in Freiburg!) ist 
demnach einzuschrinken. 

e) Darm. 

Das zweite, fast wichtigere Exkretionsorgan fiir den Kalk ist be- 
kanntlich der Darm, beim Menschen vor allem der Dickdarm. Wie 
weit der kurze Enddarm des Fleischfressers dem menschlichen Dick- 
darm funktionell entsprechen mag, ist wohl noch recht ungewif. 
Unsere Zahlen sprechen jedoch entschieden dafiir (vgl. Tabelle XI): 


Tabelle XI. 
Normaltiere, Darm. 





Zur Analyse abge- 
VWeteusdis wogen Gef. 
i eee, Teil und Zurichtung des Organs ; mg-?/, 
: Minuten n.|) CaO 

dem Tode 


Diinndarm, durch energi- ei 

sches Ausstreichen v. Inhalt oberst. Stck. 70 
(Wiirmern) befreit,d.oberen 
zwei Drittel vom Pankreas 
abwirts in 4 Stiicke zerlegt. 


zweites ,, 74 
drittes , 79 
viertes 83 


Diinndarm mit Inhalt 
(Bandwurm) in 5 Stiicke . 9 
| zerschnitten , beginnnend oberstes _, 242 
drittes 252 

10cm unterhalb d. Pan- fiinftes 258 
kreas. Gewicht des Stiickes mE Bs 

| Nr. 2: 26,61; Nr. 4: 8,75, 


Diinndarm; 2 Stiicke v. je 
20cm Lange werden abge- 
trennt, das erste etwa 25, 
d. zweite etwa €5cm unter- 
halbd. Pankreas beginnend ; 
|| die Stiicke werden aufge- 
schnitten, mit Wasser ge- 
waschen und mit git 
papier abgetupft. 
MINIM thi! yarn og ae gs Genes y 9,95 ? 16,4 
a TOPE ile Ne etic MEE Mg oS ? 12,5 
UE gs ee se heme hen oda ce 10,00 ? 44.3 





oberes 
| unteres 


denn im Versuch 9 liegt der Kalkgehalt des Enddarms wesentlich 
héher als der des Diinndarms, und iiberdies beriihren die héchsten 
Diinndarmwerte der drei anderen Tiere nur eben die niedrigsten der 


') Verh. d. Deutsch. pharmakol. Ges. Nr. 1, 8. XXV. 
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fiinf von uns friiher ermittelten Werte fiir die vom Inhalt  befreite 
Wand des Enddarms (25 bis 39 mg-Proz. CaO). Interessant ist der 
Befund, daB im Verlaufe des Diinndarms die oberen Abschnitte kalk- 
reicher zu sejn scheinen als die unteren; vielleicht ist dies der Aus- 
druck fiir die dort lebhaftere Resorption (7). 


f) Lunge. 

In unserer friitheren Arbeit hatten wir an fiinf Tieren viermal 
Werte zwischen 24 und 35 mg-Proz. CaO und nur cinmal 17 gefunden; 
diesmal liegen bei vier Tieren dreimal die Werte zwischen 25 und 
32 mg-Proz. CaO. Der eine Fall (3), bei dem die Zahlen niedriger 
liegen (und wenig gut iibereinstimmen), war in einer schweren 
Operation zu Tode gekommen; die Lunge wog etwas mehr als normal 
(10,6g je Kilogramm) und wies einige gerétete Flecken auf; sie war 
also wohl schon reicher an Blutfliissigkeit als ein ganz gesundes 
Organ. In einem anderen Versuche (5), der nicht mit in die Tabelle 
aufgenommen wurde, fand sich — wohl infolge einer Schwefel- 
wasserstoffvergiftung nach Behandeln der Haut mit Strontiumsulfid 
— bei der Sektion Schaum in der Luftréhre, Odem und Hamor- 
rhagien im Lungengewebe und ein Lungengewicht von 14,0g je Kilo- 
gramm; hier fanden sich in 6,44g frischen Lungengewebes auch nur 
17,5 mg-Proz. CaO vor. 

Sicherlich ist also die gesunde Lunge wesentlich reicher an 
Calcium als das Blut und die Blutfliissigkeit, waihrend die meisten 
anderen Organe drmer daran sind oder wenigstens sein kénnen. 
Wird das Lungengewebe jedoch von pathologischen Mengen Blut 
und seréser Fliissigkeit durchsetzt, so sinkt sein relativer Gehalt an 
Calcium. 


g) Herz. 
Der Herzmuskel zeigt — wenigstens in den vier untersuchten 
Fallen — so ziemlich die beste Konstanz an Calcium unter allen 


Organen, die Schwankungsbreite betrigt nicht mehr als 38°, des 
Mittelwertes. Ein Blick auffrihere Tabellen (z. B. VIIL, Skelettmuskeln) 
lehrt, da diese vier Fille durchaus nicht die gleiche Konstanz bei 
anderen Organen aufweisen. 

Wegen der Milz vgl. Tabelle XII. 

Man k6nnte versucht sein, die bekannte funktionelle Bedeutung 
des Calciums fiir das Herz mit der gefundenen relativen Konstanz 
in diesem Organ in Beziehung zu setzen. Dann erhebt sich aber 
sofort die Frage, ob denn nicht Zentralnervensystem und Skelett- 
muskulatur in durchaus ihnlicher Weise vom Calcium beeinflubt 
werden. Selbst wenn man alle héheren Werte vom Gehirn als fehler- 
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Tabelle XII. 
Normaltiere, ‘Lunge, Herz, Milz. 





Zur Analyse abge- 


Versuchs: rer Gefund 

rece Organ halla at mgs, CaO 
& dem Tode 

3 Lange. 66 ts 12,25 340 17,8 

”» oo (ech es 342 13,6 

4 bi DAMA, 7,84 277 26,1 

6 whey ti piybety Catchy (4,48) 132 (25,0) 

9 “Oi rs eee 9,95 ? 32,4 

4 el IO aimee tet: 7,27 268 14,2 

5 ee. Gana 11,85 152 11,2 

8 Sa Ee reget ae 6,95 114 16,3 

9 OS EE cee 11,15 ? 12,6 

2 mis. en ‘ 9,97 294 9,5 

9 wt SABA, 5,32 ? 13,5 


haft verwerfen wollte, blieben noch immer die starken Variationen 
in der Muskulatur zu deuten. Daf es sich viel wahrscheinlicher um 
einen Zufall handelt und das Herz keine Ausnahme gegeniiber den 
iibrigen Organen bildet, dafiir sprechen Befunde, von denen unten 
(S. 271) die Rede sein wird. 


B. Calciumtiere. 
1. Akute Vergiftung. 

Finf Tiere erhielten im Laufe von 24 (einmal 48) Stunden mehr- 
fache subkutane Injektionen von Calciumchlorid in Gesamtdosen 
zwischen 0,3 und 1,2g des wasserhaltigen Salzes je Kilogramm (vgl. 
Tabelle XIII). Zwei von ihnen (Nr. 12 und 15) waren tédlich ver- 
giftet und starben etwa zwei Stunden nach der letzten Injektion. 
Zwei andere hatten mindestens drei Viertel der tédlichen Dosis erhalten 
und nur eines (Nr. 14) etwa die Hialfte davon. Bei Nr 17 wurde iiberdies 
durch Priifung der Reaktion je einer Augenbindehaut auf Eintriufelung 
von Senfél vor und nach der Calciumzufuhr die Existenz einer starken 
Calciumwirkung kurz vor dem Tode festgestellt. Es lagen also Be- 
dingungen vor, die das Maximum an Calciumzufuhr darstellen, das 
experimentell erreichbar ist, Bedingungen, die weit iiber das hinaus- 
gehen, was therapeutisch jemals in Frage kommt. 


a) Muskeln. 

Die erhaltenen Zahlen finden sich auf Tabelle 14 verzeichnet. 
Ihre Auswertung ist zunichst statistisch méglich, wenn man sie mit den 
Normalwerten der Tabelle VIII zusammenhilt. Man sieht, daB bei dreien 
der fiinf Tiere die Werte von 8,3; 8,5 und 10,2 mg-Proz. durchaus 

















ae 


Tabelle XITT. 


Akut vergiftete Calciumtiere, Muskeln. 





Kalkgehalt der 


Gef 
mg-°'o 
CaO 


| 


Minuten n. | 


Zur Analyse ent- 
nommen 


Todesart 


letzten 


Dosis 
| Stunden v. d. Tode 


} 
| 
| 


| Zeitpunkt der 
Dosen: | ersten 


g (CaClo + 6H,yO) je kg | 


Korpers 
gewicht 
k 


Versuchs: 
nummer 


Art des Muskels 


dem Tode | 


Einzel- zahl 
dosen 


insgesamt | 


02 0 


7 
24 


© 


19,57 
18,48 


r. Quadriceps . 
r. Adduktoren 


T 


91! 
2'o 


191), 


1» 


ca) 


t 


1. Quadriceps .. 


verblutet 
verblutet 


18 


19"/, 


0,60 
0,30 


0,66 
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10,2 


36 


8,80 
15,07 
15,42 
14,35 


17,20 
20,68 


1. Quadriceps . 


0,1 


2,4 


14 


1]. Quadriceps + Adduktoren 
Beuger des 1. Oberschenkels 


1. Unterschenkel 


1]. Quadriceps 


12,3 
9.8 
11,8 


30 
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3 
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2.5 


50 


30 
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6,5 


8.8 


€ 
« 


1. Adduktoren 
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verblutet 


2 


16 


8.5 
10,3 


- 
ny 


30 
46 


17,45 
19,74 


Wade 


1. Beuger des Oberschenkels 
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denen entsprechen, die 
relativ hdufig bei Normal- 
tieren auftreten; auch ein 
vierter Wert von l1I,: 
(Nr. 17) weicht kaum von 
dem Mittel der Normal- 
werte (10,6) ab und nur 
der fiinfte liegt mit 21,4 
wesentlich héher, aber 
immer noch niedriger als 
der héchste Normalwert. 
Das Ergebnis ist also nega- 
tiv: eine Steigerung des 
Muskelkalks durch die 
Kalkzufuhr ist aus den 
Zahlen nicht zu erkennen. 

Dies wird bestitigt 
durch die Versuche 15 und 
16, bei denen durch asep- 
tische Operation die rechten 
Oberschenkel der Tiere 
amputiert worden waren. 


Die Operation wurde in 
dem Operationssaal fiir Tiere 
der chirurgischen Universi- 
tatsklinik zu G6ttingen durch 
Herrn Dr. Walter Lehmann 
ausgefiihrt, dem wir dafiir 
aufrichtigen Dank schulden; 
wir machten dabei die Er- 
fahrung, da das Durch- 
sigen des Femurknochens 
einen auSerordentlich — hef- 
tigen Schock setzt, dem tief 
narkotisierte Tiere  regel- 
maBig erliegen; nur in leich- 
tester Narkose wird er er- 
tragen. 

Beide Tiere  erholten 
sich binnen weniger Tage von 
dem Eingriff; die Wunden 
heilten per primam, obwohl 
bei der Sektion sterile Hama- 
tome neben dem Amputa- 
tionsstumpf des Knochens 
gefunden wurden. Die Tem- 
peratur stieg bei Nr. 16 am 
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Abend des der Operation folgenden Tages bis 39,1, sonst bewegte sie sich 
bei beiden Tieren in normalen Grenzen (37,6 bis 38,4). Die FreBlust war 
vom zweiten Tage an vorziiglich, nach 5 Tagen sprangen die Tiere mit 
ihren drei Beinen von Tischen zur Erde usw. Nr. 15 kam 6, Nr. 16 7 Tage 
nach der Amputation zu Tode (vgl. 8S. 277/278). 

Der Vergleich der Muskeln des amputierten Beines mit denen 
des anderen ist natiirlich nicht dem Vergleich zweier Extremititen 
eines getéteten Tieres gleichzustellen, wie er in Versuch | durchgefihrt 
wurde (vgl. Tabelle VII) ; denn es ist ja eine nicht ganz gerechtfertigte 
Voraussetzung, da die im Verbande des lebenden Tieres verbleibenden 
Muskeln ihren Kalkgehalt unverandert so festhalten, wie er im Augen- 
blick der Amputation bestand. Immerhin darf man hoffen, daB un- 
bekannte ,,konstitutionelle‘‘ Einfliisse bei einem Vergleich am gleichen 
Individuum ausgeschaltet werden. Auf Tabelle XIV sind die Zahlen 
der parallelen Muskeln nochmals gegeniibergestellt. 


Tabelle XIV. 
Muskeln der gleichen Tiere vor und nach Calciumvergiftung. 





Versuchs- GEST ||Rechts (vor Ca) | Links (nach Ca) 
nummer Art des Muskels ange CaO. | mge%ip CaO 
15 Quadriceps + Adduktoren 8,5 | 12,3 

Beuger des Oberschenkels 9,6 9,8 
Unterschenkel ; 9,5 11,8 
16 Quadriceps . 8,3 8,8 
Adduktoren 7,1 6,5 
Wade 120 8.5 


In dreien von den sechs Parallelanalysen ist die Ubereinstimmung 
so vollkommen, wie man sie sich nur wiinschen kann. Auch die 
Differenz bei der Unterschenkelmuskulatur von 15 fallt mit 22 °/, 
Abweichung noch recht nahe an den Streuungsbereich der metho- 
dischen Fehler. In zwei Fallen (Quadriceps 15 und Wade 16) sind 
die Abweichungen allerdings gréBer und zufallig fast genau gleich, 
doch in entgegengesetztem Sinne! Fir die Beweisfiihrung heben sie 
sich also gegenseitig auf. Es ergibt sich demnach, fast noch zwingender 
als aus der obigen statistischen Betrachtung der SchluB, daB Calcium- 
injektionen auch bei hoher Dosierung den Calciumgehalt der Muskeln 
nicht verandern. 

b) Leber. 


Aus den Zahlen der Tabelle XV folgt (im Vergleich zu Tabelle IX): 
Bei vier calciumvergifteten Tieren, und zwar auch bei einem nach 
der Vergiftung getéteten, liegen die Werte vollkommen in dem Bereich 
des Normalen. Sogar der Mittelwert der drei sicheren Zahlen (Nr. 13, 
15, 16) stimmt mit dem Mittelwert der Normaltiere vollkommen 
iiberein : 11 mg-Proz. CaO. 
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Nur bei Nr. 12 ist der Kalkwert der Leber entschieden erhéht (dabei 
in verschiedenen Abschnitten der Leber verschieden stark). Jedoch kann 
dieser Befund nicht als korrekt angesehen werden: denn das Tier war 
2% Stunden nach Injektion der enormen Dosis von 18 ccm einer 5proz. 
Lésung wasserhaltigen Calciumchlorids gestorben, und bei der Sektion 
zeigte sich wasserhelle Fliissigkeit nicht nur zwischen Bauchhaut und 
Bauchmuskeln, sondern auch in der Bauchhédhle. Das Netz war mit den 
Diarmen leicht verklebt, die Darmoberfliche unregelmiBig gerétet, das 
Mesenterium mit zahlreichen kleinen Blutungen besetzt. Es war also 
Calciumchlorid versehentlich ins Peritoneum injiziert worden und von 
dort offenbar unmittelbar in das Lebergewebe diffundiert und von dessen 
Lymphbahnen resorbiert worden, 


Tabelle XV. 


Akut vergiftete Calciumtiere, Leber und Gehirn. 





Leber Gehirn 
Veseutties . Zur Analyse ent | Zur Analyse ent- 
nummer oe Gefunden ere Gefunden 
: Minuten vor mg+"/o CaO Minuten vor mg") CaO 
& | dem Tode 8 | dem Tode 
12 14,50 45 (37,8) l. Halfte. . 14,64 34 114 
19,38 47 (21,5) r. ~ . . | 13,04 36 18,6 
13 10,94 133 12.8 — 10,88 172 18,8 
14 12.49 57 > 9.6 — 10,91 105 17,4 
15 19,45 —~ 1000 11,3 l, Halfte. . 11,56 > 1000 14.6 
17,50 —~ 1000 112 A A . . 183,05 > 1000 12,7 
16,23 ~ 1000 14,7 
16 18,13 75 73 l. Halfte. . 14,80 86 10,8 
18,31 76 8,3 a “ . . tt 16,55 90 10,0 
18,33 78 8,7 





Auch fiir die Leber best&tigt sich also das Ergebnis, da Cal- 
ciumzufuhr ihren Kalkgehalt nicht beeinfluBt. 


ec) Gehirn 

Die Beurteilung st6Bt hier aus dem oben erérteten Grunde — 
Gefahr der Beimischung von Knochensplitterchen — auf besondere 
Schwierigkeiten. LaSt man als einwandfrei nur diejenigen Zahlen 
gelten, die in’ guter Ubereinstimmung doppelt belegt sind, so mub 
man sich auf einen Vergleich der Normaltiere 1, 2 und 3 mit den 
Calciumtieren 15 und 16 beschranken: Er zeigt, daB ein Calcium- 
tier genau den gleichen Hirnkalk aufweist wie ein Normaltier, nim- 
lich 10'/, mg-Proz. CaO. Von dieser Zahl weichen die beiden anderen 
Normaltiere um 30 und 45% nach unten ab, das zweite Calcium- 
tier um 30% nach oben. Es ware mindestens kiihn, aus diesem 
Tatbestande eine Steigerung des normalen Kalkgehaltes durch Kalk- 
vergiftung zu folgern. Aber selbst wenn man eine solche zugeben 
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wiirde, so bleibt weit sicherer die Tatsache bestehen, daB eine wenig 
geringere, eben noch ertragbare Dosis (0,51 g des wasserhaltigen Salzes 
je Kilogramm im Laufe eines Tages (Versuch 16) keine Erhéhung 
des Hirnkalks tiber den Normalbereich bedingt hat; fiir therapeutische 
Dosen laBt sie sich bestimmt ausschlieBen. 

Pharmakologisches Interesse hat allerdings die Frage, ob bei einer 
hodheren (t6édlichen) Dosis der Hirnkalk erhéht wird oder nicht; denn erst 
in gefdhrlichen Dosen kann man — wenigstens bei subkutaner Zufuhr — 
zentrale Symptome hervorrufen. Ob in unserem Falle 15 das Auftreten 
solecher Wirkungen mit der Erhéhung des Hirnkalks iiber 10% auf 
131% mg-Proz. CaO zusammenhingen mag, mu8 noch offen bleiben. 

LaBt man alle Werte gelten, so lehrt die statistische Betrachtung, 
daB die Calciumwerte eine geringere Streuung um das gleiche Mittel 
(15 mg-Proz, CaO) aufweisen als die Normaltiere. Genau dasselbe 
Ergebnis erhilt man, Wenn man unsere friiheren Befunde an normalen 
und intravenés behandelten Tieren hinzurechnet oder fir sich be- 
trachtet '). 

Mithin kann auch diese Betrachtungsweise als Beweismittel dafiir 
dienen, daB mindestens so lange, als keine zentralen Vergiftungs- 
symptome auftreten, der Kalkgehalt des Gehirns durch Calciumdosen 
nicht verandert wird. 


d) Nieren. 
Die Zahlen der Tabelle XVI weisen einen weitgehenden Parallelis- 
mus zwischen dem Kalkgehalt des Nierengewebes und der zugefiihrten 
Kalkmenge auf. Bei den beiden an der Vergiftung gestorbenen 


Tabelle XVI. 
Akut vergiftete Calciumtiere, Nieren. 





| Zur Anelyse abge- Sepetiet 
Vosiibions f are i . wogen Gefunden |. J¢ kg 
—- | Zurichtung des Organs TE ge, CaO —— 
i | 8 dem Tode mg 
12 r. Niere, Riode zum Teil 
abgeschalt. ...... | 7,68 19 30,0 307 
1. Niere, Mark médglichst 
volistindig ausgeschialt 9,62 21 33,8 
13 nur Rindensubstanz . . . | 9,69 157 16,6 153 
14 nur Rinde. ..... .. | 11,44 69 7,0 77 
15 ganze linke Niere . . . . 10,21 > 1000 26,9 169 
ganze rechte Niere .. . | 10,36 1000 22,1 
16 ganze linke Niere . . . . | 11,27 83 12,3 130 
ganze rechte Niere .. . | 11,17 84 13,1 


1) Vgl. diese Zeitschr. 93, 357. 
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Tieren (12 und 15) ist er deutlich héher als der héchste Normalwert 
(Tabelle X). (Zwar ist im Versuch 12 die intraperitoneale Injektion 
in Rechnung zu setzen, doch diirfte sie an den tiefliegenden, gut 
verkapselten Nieren weit weniger zu einer unmittelbaren Imbibition 
gefiihrt haben als bei Leber und Darmen.) 

Entsprechend der bekannten Tatsache, daB das Calcium zum 
Teil durch die Nieren ausgeschieden wird, findet sich also bei Uber- 
ladung des Koérpers mit Kalk eine Erhéhung des Nierenkalks. 


e) Darm. 

Von den auf Tabelle XVII verzeichneten Zahlen miissen die vom 
Versuch 12 gestrichen werden, weil hier intraperitoneale Injektion 
und unmittelbare Impragnation der Darmwand mit Calciumchlorid- 
lésung erfolgt war. Die iibrigen Werte — als Mittelzahlen von 
jedem Tier betrachtet — liefern im Vergleich zur Norm (Tabelle X1) 
keinen scharfen Beleg fir eine Andeiung infolge der Kalkbehandlung. 


Tabelle XVII. 
Akut vergiftete Calciumtiere, Darm. 





Zur Analyse abges 
wogen 





Venue Teil und Zurichtung des Organs miihies hee or 
8 dem Tode 
12 | Erstes Stiick, beginnend 20cm unter- 
| halb der Papilla Vateri . . 11,92 1] (63,4) 
Zweites Stiick, daran anschlieBend 14,52 14 (96,0) 
14 ! Diinndarm, beginnend 30 cm ober- 
halb Ileocoeralklappe, oralwirts, 
leer. 965 75 25,9 
Zweites Stiick Diinndarm _beginnend 
5 em oberhalb des vorigen, _— 
bunden, mit Inhalt . ... . , 8.29 77 14.5 
Enddarm, Mittelstiick, leer . . . . 5,51 48.8 
15 Diinndarm, vom Ende des Duo-( [ 15.29 > 1000 19.4 
denums an vwier sufeinander | ‘ ss 
folgende Stiicke abgetrennt, | IT 16,28 > 1000 17,2 
die zusammen etwa zwei Drit-|{1] 15.10 > 1000 19.5 
tel des ganzen Diinndarms|__ : 
ausmachen IV 13,74 > 1000 22,7 
16 Diinndarm, oberstes Stiick des Duo- 
denums. . 16,51 55 13,2 
Diinndarm , nichstfolgendes Stiick, 
etwa 25cm lang ....... . | 15,57 58 17,6 
TOPE Se. sg ww we es 69 47,1 


Zwar liegt das Mittel fiir den Diinndarm der drei Tiere mit 18’), 
ein wenig héher als das Mittel der drei Normaltiere von 16,8 mg-Proz. 
CaO; nimmt man aber nur eine der Normalzahlen fort, so bleiben 
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drei fast gleiche Wertepaare iibrig (Versuch 2 und 14; 3 und 15; 9 
und 16). Auch fiir den Enddarm liegen die beiden Zahlen bei 
Calciumvergiftung mit 48,8 und 47,1 mg-Proz. CaO kaum héher als 
der einzige Normalwert von 44,3; iibrigens sind alle drei merklich 
héher als die friiher von uns ermittelten, die sich zwischen 25 und 
39 mg-Proz. bewegten und damals sogar bei den kalkbehandelten 
Tieren niedriger lagen als bei den unbehandelten. 

Das Mittel von vier Bestimmungen am Enddarm lag damals bei 
31 mg-Proz., jetzt von drei Analysen bei 47. Vielleicht hiangt dieser be- 
triichtliche Unterschied mit der Ernihrung zusammen, insofern die friiher 
benutzten Tiere kalkarme Fleischkost, die jetzigen gemischte Nahrung er- 
hielten. Man wiirde dann zu dem Ergebnis gelangen, daB der Nahrungs- 
kalk wichtiger fiir den Kalkgehalt des Darmes ist als die reichliche Zufuhr 
von Kalksalzlosungen. 

Denn mindestens ungewif ist es, ob eine Anderung des Darm- 
kalks durch die Injektionen erfolgt; wenn ja, so ist sie ziemlich 
geringfiigig. Im Versuch 15 kann man berechnen, daB in zwei 
Dritteln des gesamten Diinndarms sich nur 4mg CaO mehr befanden 
als bei Annahme des niedrigsten Normalwertes; dabei hatte das 
Tier 2'/, Stunden vor dem Tode 140mg CaO erhalten, nachdem es 
bereits vorher mit Calcium iiberladen worden war. 


f) Sonstige Organe (vgl. Tabelle XVIII.) 
Als normale Grenzen fiir die Lwngen waren oben die Werte von 
24 und 35 mg-Proz. CaO bezeichnet worden (vgl. 8. 261); die beiden 
untersuchten Calciumtiere fiigen sich dem gleichen Bereich ein. 
Dasselbe gilt fiir das Herz. 
Tabelle XVIII. 


Akut vergiftete Calciumtiere, sonstige Organe. 





‘Zar Analyse abge- 


, i] wogen i ; 
‘mumnmer | Organ srth—repeaerirnt— See 
8 | dem Tode 
12 Lunge, mit zahlreichen weiBen Fleck- 
Gnén: besetst .... . ...- ew -.. | 16,68 62 33,4 
14 Lunge von normalem Aussehen . . 5,17 92 22,4 
13 BLP SOR Ot HE ie et OR wets 8,84 163 12,4 
14 Pee a PCR Ae a a eG. He 84 11,0 
12 Met. 5. PS ype ee 53 (50,6) 
13 Haut, am lebenden Tier vor der { 6,79 25 36,1 
14 Calciuminjektion enthaart | 5,96 30 34,0 


Der auffallig hohe Wert fiir die Milz im Versuch 12 erklirt sich 
wiederum durch Imbibition infolge intraperitonealer Injektion, kann 
also nicht gezihlt werden. 
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Zwei Analysen der Haut von Calciumtieren weisen einen relativ 
hohen Gehalt dieses Organs auf. Leider fehlen brauchbare Kontroll- 
analysen an hinreichend grofen Stiicken Haut von normalen Tieren. 


2. Chronische Vergiftung. 

Nach den Ergebnissen des vorigen Hauptabschnitts war die 
Aussicht nicht sehr groB, Anderungen im Kalkgehalt der wichtigsten 
Organe festzustellen, wenn eine wiederholte Zufuhr waihrend lingerer 
Zeit, natiirlich kleinerer, sicher ertragbarer Dosen erfolgte. Dennoch 
wurden einige Versuche dieser Art durchgefiihrt, um den Bedingungen 
therapeutischer Kalkzufuhr, z. B. auch in Form kalkhaltiger Mineral- 
Wiisser naiherzukommen. Die Pausen zwischen Ende der Calcium- 
injektion und Analyse wurden von einem bis zu mehreren Tagen 
variiert. Die Konzentration der eingespritzten Lésungen betrug | 
oder 2 % des wasserhaltigen Salzes. Weitere zahlenmabige Angaben 
finden sich kurz auf den Tabellen XIX und XX zusammengestellt. 


Tabelle XIX. 
Chronisch vergiftete Calciumtiere, Muskeln. 





Zur Analyse ent 


e g (CaCl, + 6 H,O) je kg Zeitpunkt der <_ 

Versuchss Korper- ee Se-rre : ersten. | letzten nommen Ge t. 
gewicht hs mg- 

rete : 7 , Dosis Minutenn.) CaO 

kg insgesamt | Einzeldosen | Tage vor dem Tode g dak Tode 

17 1,9—2,3 0,70 0,10 10 1 8,42 30 16,9 

18 1,7—2,2| 0,83 0,075 | 14 | 1 {11,06 30 74 

19 2,1—2,4 0,70 (0,05—-0,075 55 6 /|118 ? 9.6 

20 2,6—3,1 0,63 0,05—0,075 52 10 10,5 ? 12,3 


Erwaihnung verdient zuniichst der regelmdfige Befund, daB die 
Tiere im Laufe der ersten Woche der Kalkbehandlung erheblich an 
Gewicht zunehmen. Der Zuwachs betrug stets 0,3kg oder mehr, also 
rund das Zehnfache der im gleichen Zeitraum injizierten Flissigkeits- 
mengen, und war auch dann festzustellen, wenn zwischen der letzten 
Injektion und der Waigung mehrere Tage verstrichen waren. Spiter 
stellte sich bei fortgesetzten Injektionen das Gewicht konstant ein 
oder ging sogar auf den Ausgangswert zuriick (Versuche 19 und 20). Die 
Kurventafel gibt einen Uberblick tiber dies Verhalten. Der Befund 
scheint uns sehr interessant und weiterer Verfolgung wert; nach 
unseren bisherigen, rein zufalligen Beoachtungen kénnen wir keinerlei 
Deutungsversuche wagen. 

Die Calciumzahlen miissen im Vergleich zu den fritheren Werten 
(der Tabellen VII bis X VIII) betrachtet werden. Erleichtert wird dieser 
Vergleich durch die Generaltabelle X XI, auf der wir nur die uns ein- 
wandfrei erscheinenden Werte aufgenommen haben. Es zeigt sich, 
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daB alle Zahlen fiir Muskel, Gehirn, 
Niere und Enddarm durchaus im normalen 
Bereich liegen. Eine Ausnahme machen 
nur Leber und Herz. Bei genauerem 
Zusehen findet man, das drei Werte der 
chronisch vergifteten Tiere fiir den Leber- 
kalk zwar nahe der oberen Grenze des 
Normalen, doch nicht dariiber liegen und 
nur ein Wert (Nr. 17) alle iibrigen (14) 
Zahlen fast um 100% iibertrifft. Es 
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Abb, 1. 
Gewichtskurven bei wiederholter Kalkbehandlung. 





fragt sich, ob man daraus einen Hinweis 
darauf entnehmen soll, daB etwa die 
Leber einen dauernd zugefiihrten Uber- 
schuB an Calcium eine Zeitlang auf- 
speichert; man mi®te dann erwarten, 
daB ein ahnlicher Befund auch bei dem 
zweiten, fast gleichartig behandelten 
Tiere (Nr.18) zu erheben wire, was 
nicht der Fall ist. Bedenklich muB in 
der Beurteilung dieses einen hohen 
Wertes fiir den Leberkalk ein Blick auf 


Tabelle XX. 


Chronisch vergiftete Calciumtiere, sonstige Organe. 





Herz 


Enddarm 


Niere 


Gehirn 


Leber 


Versuchs- 


Gefunden 
mgs, CaO 


Zur Analyse 
4 


| mg-o/) CaO 


Zur Analyse, Gefunden 
3 : 


Getunden 
mg-"/p CaO 


Zur Analyse 


mge% CaO | Material 


ZurAnalyse| Gefunden 
g 


Gefunden 
mg-%/, CaO 


Zur Analyse 
g 


| 


nummer 


8 





12.6 
21.6 


25,7 


8,26 


6,8 


36.8 
28.4 


On 


wan 


4S 
@ oS or 
ecicr 


1 
5 
8,2 
5 


r. Niere . 
Niere . 


Rinde 
Rinde 


9,0 
9,0 
16,3 


19,4 





























Kalkgehalt der Organe bei kalkbehandelten Katzen. 271 
Generaltabelle XXI 
fiir Milligramme CaO in 100g frischer Organe. 
Zahl d. analysierten Tiere Variationen Mittel 
Organ Calci Calcium Calci Calcium Calci Calcium 
normal a o~ normal an one normal a" — 
Muskel . . . 9 5 4 5—27 8—21 7—17 10,7 11,9 | 118 
Leber P 9 3 4 6—15, 8—12,13—27 11,2 11,1 | 165 
Gehirn . . . 9 6 4 6—24 10—19 9—19 146 150 | 13,4 
Niere : 8 5 3 7—18 7—32 7—18 95 185 14) 
Diinndarm , 4 ‘ — (|11—2413—26 — 16,8 18,4 — 
Enddarm. . 3 4 2 32—44 25—49 28—37 384 37,0 32.6 
Lungen 5 4 — 16—3217—35 — 249 26.9 a 
mers... 4 2 3 |11—16 11—12 13—27 13,6 11,7 | 200 


die Normalzahlen fiir den Muskelkalk stimmen (Tabelle VIII, 8. 257), 
unter denen nur zwei die iibrigen zehn, zwischen 5 und 12 ver- 
streuten Betrage in weitem Abstand iiberragen: 18 und 27. Man 
wird dabei auch wohl in anderen Geweben, wie z. B. der Leber, 
prinzipiell mit vereinzelten Spriingen des Kalkwertes tiber das normale 
MaB hinaus rechnen miissen; die Annahme unbemerkter kleiner 
pathologischer Herde mit Verkalkungen wiirde die Méglichkeit eines 
Verstiindnisses fiir diese relativ seltenen und auffilligen Befunde 
liefern. Unter diesem Gesichtspunkt tut man wohl gut, es in der 
Schwebe zu lassen, ob der hohe Wert in der Leber des Versuchs 17 
zufdllig oder durch die Kalkbehandlung verursacht war. 

Ahnliche Uberlegungen sind natiirlich auch bei der Betrachtung 
der Zahlen fiir das Herz anzustellen. Hier sieht man in zweien der 
drei untersuchten Faille chronischer Kalkzufuhr eine wesentliche 
Steigerung iiber alle sonst gefundenen Werte hinaus. Freilich ist 
die statistische Betrachtung hier noch miBlicher als bei manchen 
anderen Organen, weil die Gesamtzahl der untersuchten Fille kleiner 
ist; infolgedessen ist natiirlich auch die Wahrscheinlichkeit geringer, 
daB ein solcher aus der Reihe fallender héherer Wert unter den 
Normalzahlen auftritt. Ferner ist auch hier wieder zu betonen, da® 
eine GesetzmaBigkeit nicht zu erkennen ist: denn der dritte chronisch 
behandelte Fall (Nr. 19) weist einen vollig normalen Wert auf, obwohl 
die Art der Vorbehandlung nicht wesentlich von dem Versuch 20 
abwich, der einen hohen Wert lieferte — iibrigens nicht weniger als 
10 Tage nach Aussetzen der Kalkbehandlung. Bei dem Tier Nr. 17 
trifft der erhéhte Wert im Herzen mit dem gleichen Befund in der 
Leber zusammen, was natiirlich als ein Argument gegen ihre Zufiallig- 
keit verwertet werden kann. Trotz aller Vorbehalte ist die Méglich- 
keit ja nicht bestimmt auszuschlieBen, dafi wenigstens in diesem 
Falle ein Zusammenhang zwischen chronischer Kalkzufuhr und Steige- 
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rung des Organkalks in Leber und Herzen besteht. Zur endgiiltigen 
Aufklarung miiBte die Zahl solecher Versuche noch vergréBert werden, 
damit ein statistisches Vergleichsverfahren méglich wird. 


C. Calcium und Stickstoff. 

Als eine Erginzung zu der Ermittlung der Calciumwerte, be- 
zogen auf das Frischgewicht der Organe, mag es dienen, wenn sie 
auf den Stickstoffgehalt der Organe bezogen werden, der in einigen 
unserer Versuche gleichzeitig bestimmt wurde (vgl. oben 8.252). Man 
kann denken, da diese Zahlen die Calciumkonzentration im Ver- 
hiltnis zu den wichtigsten Bestandteilen des Protoplasmas der Organ- 
zellen zum Ausdruck bringen, unabhangig von ,,Zufilligkeiten*, wie 
Fett, Zwischenzellfliissigkeit u.dgl. Sie finden sich auf Tabelle XXII 
zusammengestellt. Man sieht, daB der wesentliche Charakter der 
bisher besprochenen Ergebnisse nicht geaindert wird: Bei Muskel 
und Leber finden sich schon in der Norm Schwankungen bis zum 
Dreifachen des Minimalwertes ; Gehirn und Lunge weisen in den hier 
untersuchten Fallen etwas stabilere Verhiltnisse auf. Doch lehrt 
ein Blick auf die friiheren Tabellen (IX, XIT, XV, XVIIT, XX), daB dies 
zufallig ist, insofern dieselben Tiere, bei denen der Stickstoffgehalt 
bestimmt wurde, auch im Verhaltnis zum Organgewicht ziemlich 
ahnliche Zahlen ergeben, was aber durchaus nicht fiir alle Individuen 
zutrifft. 


Tabelle XXII. 


Calciumwerte, bezogen auf Stickstoff (CaO in Prozenten des N). 





—— Vorbehandlung Muskel| Leber | Gehirn Niere Lunge | Herz | Haut 
5 keine 0,82 | 0,33 | 1,24 | 0,50 — — — 
6 ¥ 0,63 0,87 | 1,05 =o 0,83 — — 
7 v 0,27 | 0,33 | 130; — — — ~- 
8 ‘ 0,34 | 0,55 113 0,75 -- — _ 
13 Calcium akut. . 081 033 | 0,94 — — — 091 
14 Calcium akut. . | 0,38 >0,33) 0.93 0,43. 1,06 — | 0,88 
17 Calcium chronisch! 0,57 | 0,91 | 102 069 | — | 086 > — 


Fir die Minimalwerte findet sich bei Muskel und Leber fiir das 
Verhaltnis CaO: N auffallend haufig die Zahl von 0,3°/); man wird 
schlieBen diirfen, daB sie eine gesetzmdfige Verkniipfung zum Aus- 
druck bringt, nimlich das fiir den Ablauf der Lebensvorginge not- 
wendige Mischungsverhiltnis. Es ist lehrreich, den Calciumgehalt des 
Blutserums in dem gleichen Mafstab auszudriicken: man kommt 
dann zu etwa 1,4°/,, d. h. auf gleiche EiweiBmengen ist der Calcium- 
gehalt sehr erheblich gréBer. Bei keinem der vorliegenden Gewebs- 
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analysen wird dieses Verhiltnis iiberschritten, in einem Fall bei 
Gehirn (Nr. 7) nahezu erreicht. 

Nicht ohne Interesse ist in diesem Zusammenhang das Ergebnis der 
Untersuchung der Lunge im Versuch 5. Sie war durch Odem etwa auf 
das Doppelte ihres Normalgewichts vergréBert, ihr Gehalt an Kalk betrug 
17,5 mg-Proz., an Stickstoff 1,99%, deren Verhiltnis also 0,88%. Odem- 
menge und Stickstoffgehalt der 6dematésen Lunge entspricht etwa einer 
Mischung von normalem Lungengewebe und Blutserum; der Calcium- 
gehalt dagegen, sowohl in bezug auf das Organgewicht wie in bezug auf 
den Stickstoff, ist niedriger, als man danach erwarten miiBte. Gewi8 ist 
diese Berechnung nicht ganz unbedenklich, dennoch mag sie wenigstens 
Veranlassung zu der Frage geben, ob das Calcium der Blutfliissigkeit ebenso 
leicht durch die Kapillarwand dringt, wie die Hauptmenge der stickstoff- 
haltigen Substanzen. 


D. Analyse eines Kaninchens. 


Anhangsweise mag ein vereinzeiter Befund am Kaninchen mitgeteilt 
werden, weil die Zahlen prinzipiell das gleiche ergeben wie bei der Katze, 
nimlich einen ziemlich niedrigen Kalkgehalt in Muskeln und Leber bei 
ziemlich kraftiger Calciumzufuhr. Dies ist merkwiirdig im Vergleich zu 
den histologischen Befunden iiber Kalkablagerungen in den Geweben des 
Pflanzenfressers nach Injektion von Calciumsalzen, wie sie von Tanaka’) 
und Katase*) — allerdings nach etwas langerer Zwischenzeit — erhoben 
wurden. Leider fehlen uns bislang Kontrollanalysen von normalen Ka- 
ninchen. 

Das Tier erhielt im Verlauf von 3 Stunden in drei Injektionen ins- 
gesamt 1,35 g (CaCl, + 6 H,O) als 5proz. Lésung subkutan; nach weiteren 
2% Stunden erzeugte Eintraufelung von Senfél ins Auge keine Chemosis 


'(Vorlesungsdemonstration). 4 Stunden nach der letzten, also 7 Stunden 


nach der ersten Injektion wurde das Tier entblutet; Blut, Muskeln und 
Leber der Analyse zugefiihrt. Die erhaltenen Zahlen gibt Tabelle XXIII. 


Tabelle XXIII 
Calciumkaninchen. 





Zur Analyse ab. 


gewogen 
Gefunden Mittel 


p<: ; Minuten n. mg-/o CaO 
B dem Tode 
po OR Ry Gay Fe Coen een ee ee 10 - 17,7 — 
Muskel, linker Quadriceps ...... 17,71 13 10,1 
ie Beuger des linken Oberschenkels 16,05 20 10,8 103 
BS: Beuger d. rechten Oberschenkels 16,33 28 10,2 ’ 
Linker Riickenmuskel ........ 14,31 32 10,0 
Leber, wiegt im ganzen 98,4g ... . 20,57 40 9,5 
FI TRE 7 sag EPS ad aaa oP egy Se 22,22 45 7,2 | 72 
pee eye age Se ka ee 20,48 50 5,2 | ’ 
24.69 55 7.0 


1) Diese Zeitschr. 85, 113, 1911. 
2) Zieglers Beitr. 57, 516, 1913. 
Biochemische Zeitschrift Band 135. 18 
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VY. Erérterung der Ergebnisse. 


Das Hauptergebnis der geschilderten Untersuchungen laBt sich 
in zwei Saitzen zusammenfassen : 

1. Der Calciumgehalt der Organe wechselt schon in der Norm 
sehr stark. 

2. Nach Calciumbehandlung ist — abgesehen von der Niere - 
keine irgendwie fapsbare Verdnderung zu konstatieren. 

Der Inhalt beider Satze ist auffallend und unerwartet: 

Zu 1. Wir sind gewohnt, nicht nur in der Blutfliissigkeit, 
sondern auch in den festen Geweben im allgemeinen ziemlich enge 
Grenzen fiir die Variationen der Kationenbildner zu finden. So 
schwankt z. B. Kalium im Muskel sogar in der ganzen Klasse der 
Saugetiere nur von 0,32 bis 0.43°/,, Magnesium von 21 bis 30 mg- 
Proz.'). Von Variationen wm das Mehrfache bei derselben Gewebs- 
art der gleichen Tierart ist nicht im entferntesten die Rede. Man 
muB8 daraus wohl schlieBen, daB Calcium in den meisten Geweben 
in einer biologisch inaktiven Form irgendwie gespeichert werden 
kann, und daB man daher mindestens in allen Werten, die oberhalb 
des Minimums gelegen sind, zwei Arten von Calcium gemeinsam um- 
faBt: den biologisch aktiven, mit den ubrigen Kationen gleichzu- 
stellenden Anteil und den gespeicherten Anteil. Dabei mag fiirs 
erste die Frage unerledigt bleiben, wie weit man solche Befunde von 
, gespeichertem‘‘ Calcium bei gesunden Tieren schon zum Gebiet des 
Pathologischen rechnen darf (verkalkte Reste friiherer Entziindungs- 
herdchen, Parasiten oder Ahnliches ?). 

Aus der notwendig zu ziehenden SchluBfolgerung ergibt sich ohne 
weiteres die Berechtigung, ja Nétigung zu weitgehender Skepsis gegeniiber 
der Beweiskraft von Calciumbefunden in Organen, deren Zahl zu einer 
wenigstens angenihert statistischen Bewertung nicht ausreicht. Unter 
diesem Gesichtspunkt erscheint uns z. B. das in unserer friiheren Arbeit 
noch zitierte Zahlenmaterial tiber Hirnkalk von Weigert*) zu klein, von 
Me Callum und Voegtlin mindestens knapp*). 

Zu 2. Die in unseren Versuchen einverleibten Calciummengen 
erreichten nicht nur die tédliche Grenze, sondern damit auch eine 
absolute Héhe, daf ihr EinfluB auf den Kalkgehalt der Organe un- 
bedingt erwartet werden durfte. In einem unserer Fille (Nr. 15) 
wurden sowohl 21/, wie 5'/, Stunden vor dem Tode je Kilogramm 


1) Vgl. die Zusammenstellung in einheitlicher Berechnung bei W. Heub- 
ner, Mineralstoffwechsel: Handbuch der Balneologie usw. von Dietrich- 
Kaminer 2, 201, 1922. 

2) Monatsschr. f. Kinderheilk. 5. 457, 1906; vgl. diese Zeitschr. 98, 360. 

8) Journ. of exper. Med. 11, 118, 142f., 1909; vgl. ebenda. 
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56 (also zusammen 112) mg CaO subkutan verabreicht, nachdem 
schon tags zuvor die gleiche Dosis gegeben worden war. Wir haben 
festgelegt, daB bei solchen Dosen im Blute nach etwa 2 Stunden das 
Maximum des Calciumanstiegs erreicht ist, das binnen wenigen 
Stunden wieder absinkt; will man selbst annehmen, da von der 
letzten Dosis noch nicht alles resorbiert war, so wird dies kompen- 
siert durch die drei Stunden friiher gegebene, gleich groBe. Die 
Ausscheidung binnen 5 Stunden kénnen wir nicht sehr hoch ein- 
schitzen; zwar wurde sie im Versuch 15 nicht bestimmt, doch haben 
wir bei einem anderen ebenso schwer vergifteten Calciumtier (Nr. 13) 
wenigstens den Harn von der ersten Injektion an gesammelt und 
auf Calcium analysiert: es fanden sich in 21 cem Harn (von 20 Stunden) 
nur 6,3mg CaO, obwohl das Tier 350mg subkutan, und zwar alles 
bis zur 18. Stunde vor dem Tode erhalten hatte. Man sollte also 
bei solchen Tieren wohl erwarten, daB8 in den Hauptorganen eine 
Vermehrung des Kalks um 5 bis 10 mg-Proz. leicht nachweisbar sei, 
wenn nimlich das einverleibte Material sich gleichmdBig im ganzen 
K6érper verteilen wiirde. Wenn, wie es der Fall ist, die Muskulatur 
als Hauptmasse des Kérpers keine solche Vermehrung erkennen 1liBt, 
so miiBte in kleineren Einzelorganen der Anstieg noch viel gewaltiger 
sein; doch ist davon erst recht keine Rede. Kurz, es deutet alles 
darauf hin, daB ein merklicher Anteil des injizierten Calciums im 
Kérper verschwindet, d. h. in Form von Knochensalzen abgelagert 
wird. Aus Stoffwechselanalysen ist die Erscheinung der Kalk- 
speicherung im Knochengewebe lingst bekannt; neu ist in unserem 
Versuche nur die Geschwindigkeit dieses Vorganges. 

Wir sind uns wohl bewu8t, daB diese Vorstellung, zu der unsere 
Ergebnisse uns draingen, noch nicht so zwingend bewiesen ist, wie 
es erwiinscht wire. Vor allem muB8 natiirlich die Ausscheidung 
durch den Darm beriicksichtigt werden, wenn wir ihr auch a priori 
nicht die Riesenleistung zutrauen, die wir ihr ohne Annahme einer 
Ablagerung im Knochen zuschreiben miiBten. Unsere Versuche 
waren von vornherein nicht auf dies Endergebnis eingestellt, sonst 
waren die Ausscheidungen griindlicher beriicksichtigt worden. Dies 
mu in neuen Versuchen nachgeholt werden. 

Eine dunkle Frage bleibt es zuniicht, warum die offensichtliche 
Fahigkeit der weichen Gewebe zur Aufspeicherung von Calcium aus 
der Nahrung so wenig in Anspruch genommen wird bei der sub- 
kutanen Einverleibung gréBerer Mengen von Calciumsalz. Die Lésung 
dieser Frage diirfte nicht leicht sein, solange man mit Zufallspro- 
dukten bei der Aufstellung von ,,Normalzahlen“ zu rechnen hat; sie 
zu vermeiden, wird vielleicht nur in sehr kostspieligen Versuchsreihen 
mit langdauernder Fiitterung junger Tiere vom gleichen Wurf gelingen. 

18* 











276 W. Heubner u. P. Rona: 


Zusammenfassung. 

1. An einer gréBeren Zahl von Katzen wurden Normen fir die 
Gewichte und den Stickstoffgehalt der wichtigsten Organe aufgestellt. 

2. Die friiheren Feststellungen iiber den Kalkgehalt des Katzen- 
blutes in der Norm und nach Kalkinjektionen wurden bestitigt, die- 
jenigen tiber den Kalkgehalt des Serums revidiert. 

3. Der Kalkgehalt der Organe normaler Katzen erwies sich als 
wechselnd in betrachtlichem AusmaB. Die Minimalwerte fir CaO 
liegen bei Muskel, Leber, Gehirn und Niere zwischen 5 und 7 mg- 
Proz. des Frischgewichts, bei Herz und Diinndarm um 11, bei der 
Lunge um 16, beim Enddarm zwischen 25 und 30mg. In der Milz 
lag der geringere Wert von zwei Analysen bei 10 mg. 

4. Bei akuter, schwerer Calciumvergiftung findet sich ausschliep- 
lich in der Niere ein sicher nachweisbarer Anstieg des Organkalks, 
sonst nirgends. Auch der Vergleich von Muskeln desselben Tieres 
vor und nach Calciumvergiftung ergibt keinen Unterschied. 

5. Die Haut von zwei calciumvergifteten Tieren enthielt 34 und 
36 mg-Proz. CaO; von normalen Tieren wurden einwandfreie Ana- 
lysen nicht ausgefiihrt. 

6. Vermutlich wird ein erheblicher Anteil des subkutan zuge- 
fiihrten Calciums sehr rasch in den Knochen abgelagert. 

7. Es gibt pharmakologische Wirkungen des Calciums, die eben- 
sowenig von einer Anreicherung des Calciums in einem Organe, wie 
von einem Anstieg des Blutwertes begleitet sind. 

8. Bei wiederholter subkutaner Calciumzufuhr wahrend langerer 
Zeit scheint der Organkalk gleichfalls unverindert zu bleiben, wenn 
auch Hinweise auf die Méglichkeit einer Anreicherung in Herz und 
Leber nicht ganz fehlen. 

9. Das Kérpergewicht scheint in der ersten Woche chronischer 
Calciumzufuhr regelmafRig zuzunehmen. 


Anhang. 
I. Auszug aus den Protokollen. 

Versuch 4. Weibliche Katze, seit langerer Zeit im Institut mit Kiichen- 
abfallen gefiittert (+ 26. Juni 1919). 

Versuch 5. Desgleichen; Bauchhaut vor dem Entbluten mit Strontium- 
sulfid enthaart (+ 9. Oktober 1919). 

Versuch 6. Weiblich, seit 3 Monaten im Institut; friBt die letzte Woche 
vor dem Tode schlecht und magert ab (f 22. September 1919). 

Versuch 7. Weiblich, Haut des linken Beines mit Strontiumsulfid 
behandelt (¢ 26. September 1919). 
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Versuch 12 Sehr wilder Kater, seit 4 Wochen im Institut mit Kiichen- 
abfallen gefiittert; erhalt am 10. Mai 1920 6 Uhr 45 Min. nachmittags 
subkutan 18ccm 5proz. Lésung von (CaCl, + 6H,O) (Analyse ergab 
4,95%); nach ¥, Stunde gewaltiges Erbrechen. 11. Mai 11 Uhr 45 Min. 
vormittags Tier sehr still und gedriickt, erhalt die gleiche Injektion; 
1 Uhr 15 Min. Apathie, sonst nichts Abnormes; 3 Uhr nachmittags Tier 
totenstarr gefunden; 3 Uhr 12 Min: Temperatur im After 31°C. 


Versuch 13. Weibliches Tier, seit 1 Jahr im Institut gefiittert; 14. Januar 
1920 Gewicht 2,85 kg, mit Strontiumsulfid enthaart; am nachsten Tage 
friBt das Tier nicht und ist etwas matt; 16. Januar friBt es wenig vor- 
gehaltenes Futter, wiegt 2,25kg; erhalt subkutan 3 Uhr nachmittags 
13,5 cem 10proz. Lésung von (CaCl, + 6 H,O) (Analyse 9,5%) — ohne 
sichtliche Wirkung; 4 Uhr 30 Min. nochmals die gleiche Injektion; 5 Uhr 
40 Min. leichtes Taumeln beim Laufen, 6 Uhr 50 Min. nur etwas Apathie. 
Wahrend der Nacht mehrmaliger Absatz von breiigem Kot; 17. Januar 
deutlich krank, auffallend still. — Bei der Sektion unter der Riickenhaut 
starke und ausgebreitete Hyperimie und blutig-sulziges Odem um die 
(vier) deutlich erkennbaren Injektionsstellen herum. 


Versuch 14. Weiblich, seit 1 Woche im Institut, wiegt 2,2 kg; 5. No- 
vember 1919 abends Bauchhaut mit Strontiumsulfid behandelt; 6. No- 
vember 1919 sehr still, friBt nicht, obwohl enthaarte Haut tberall von 
ganz normaler Beschaffenheit; mittags Milch gierig gesoffen, abends fester 
Kot. 5 Uhr 15 Min. nachmittags mit 11 cem 4proz. Lésung von (CaCl, 
-+ 6 H,O) injiziert (Gewicht 2,4 kg); 7. November 12 Uhr 15 Min. Gewicht 
2,6 kg; nochmals gleiche Dosis; 12 Uhr 30 Min. Fiitterung; 5 Uhr 20 Min. 
entblutet, erbricht dabei reichlich Fliissigkeit. Um die Iniektionsstellen 
gallertiges Odem. 

Versuch 15. 11. Februar 1920, 9 Uhr 15 Min. bis 9 Uhr 45 Min. vor- 
mittags in Athernarkose rechter Oberschenkel amputiert; 16. Februar, 
10 Uhr 25 Min. vormittags zwei Tropfen Senfé! ins rechte Auge, nach 
10 Min. bereits starke Chemosis, auch von auBen Schwellung der Lider 
erkennbar; 11 bis 7 Uhr nachmittags Chemosis maximal; 7 Uhr subkutane 
Injektion von 7,5cem 5proz. Chlorealciumlésung. 17. Februar, 1 Uhr 
mittags Chemosis noch hochgradig, 8ccm der gleichen Lésung; 4 Uhr 
tiefe, dyspnoische Atmung, Herzschlag sehr langsam (Schmerzen ?), Augen- 
spalt 4mm; Wiederholung der letzten Injektion; 5 Uhr 45 Min. dauernd 
tiefe Atmung, 25 in der Minute, Puls 96; Chemosis stark zuriickgegangen 
doch noch deutlich; 5 Uhr 55 Min. groBer Tropfen Senfél ins linke Auge; 
6 Uhr 3 Min. bei Beriihrung des Auges heftige Reaktion des Tieres, doch 
keine Chemosis; 6 Uhr 4 Min. beginnen krampfhafte Zuckungen und Seiten- 
lage; 6 Uhr 5 Min. stirbt das Tier trotz kiinstlicher Atmung; 6 Uhr 12 Min. 
Temperatur in der Bauchhéhle 33,5°. — Bei der Sektion erdffnet sich am 
amputierten Bein ein etwa pflaumengroBer, gut abgekapselter AbszeB 
zwischen Knochenstumpf, Bauchdecken und Haut; in ihm liegt ein weil - 
gelber Fetzen (Fascie ?). 


Versuch 16. Weibliche Katze, seit 3 Wochen im Institut mit gemischter 
Kost gefiittert, Gewicht 2,8 kg. 10. Marz 1921 in Athernarkose rechter 
Oberschenkel amputiert. 16. Marz sehr munter, wiegt 2,4 kg; mittags 
letzte Fiitterung; 3 Uhr 55 Min. zwei Tropfen Senfél ins rechte Auge, 
Schwellung beginnt sofort; 5 Uhr vollkommener VerschluB der Lidspalte; 
7 Uhr dasselbe, Injektion von 10cem einer 5proz. Chlorcalciumlésung. 
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12 Uhr nachts Chemosis schwach, Augenspalte voll zu 6ffnen, Hornhaut 
getriibt. 17. Marz, 9 Uhr vormittags, 5 ccm der gleichen Lésung: 12 Uhr 
10 Min. dasselbe, 4 Uhr 5 Min. nochmals dasselbe: Tier munter, springt 
mit seinen drei Beinen vom Tisch in den Kafig; 4 Uhr 50 Min. zwei Tropfen 
Senf6l ins linke Auge; 5 Uhr Rétung und beginnende Schwellung der 
Bindehaut, 5 Uhr 40 Min. maBige Schwellung, 5 Uhr 55 Min. noch etwas 
starkere Chemosis, doch viel geringer als tags zuvor, Lidspalte noch bis 
zu 4mm zu 6ffnen. 6 Uhr 10 Min. Tier entblutet. — Sektion: Um Knochen- 
stumpf dunkelrote, fliissige, geruchlose Masse abgekapselt; Injektions- 
stellen nicht auffindbar, also keine starkere entziindliche Reaktion. Darm 
vollig leer. 


II. Gewichte der Katzen und ihrer Organe. 
(Zeit der Wagung stets: Minuten nach Tétung des Tieres.) 


Normaltiere. 











Nummer 1 2 3 Lee 5 6 7 
Kérpergewicht kg. . 2,50, 3,07 | 2,74 194 250) 142 1,90 
vo eee 65,55 92,70 77,26 62,69 63,42 28,66 43,77 
Zeit der Wagung . . 9 | 268 | 270 | 217 87 82 73 
eee 25,96 | 28,54 | 2881 | 2859 2590 2391 — 
Zeit der Wagung . . 99 235 350 295 89 35 a 
NOR Ooi s .: _ 2800 | — 12,24 18,11 8,31 11,33 
Zeit der Waygung . . —_ 299 — | 248 118 95 86 
ie Sige eraner eae ~~ — 29,15 16,24 — 12,05 11,46 
Zeit der Wagung . . _ _ 334 270 - 126 114 
| al SERA tee ~ —- | — 7,735 — 5,34 8,70 
Zeit der Wagung . . —-/|— | — | 266 -- 114s 101 
ee Se ere — 9,97 oo 3,36 387 098 2,82 
Zeit der Wagung . . — 294 — 239 90 85 65 

Calciumtiere. 

Nummer 12 3 14 15 16 17 18 
Kérpergewicht kg. . 3,00 | 285 220) 250 2980 2,95) 2,12 
eC gmeRace gett 79,06 74,91 | 65,20 | 68,50 74,17 | 75,25 | 65,79 
Zeit der Wagung. . ca.110' 125 49 ca.650 73 68 | 65 
re 27,68 | 24,44 2525 2498 | 3035 — | 23,65 
Zeit der Wagung. . ca.100 172 97 ca. 2000 86 — 133 
es e — 1448 — | 2244 | 16,92 | 18,03 
Zeit der Wagung. . _ 52 — 84 85 90 
Lungeng...... 1668 11,75 1615 — — | 17,91 | 15,22 
Zeit der Wagung . . |ca.125 160 87 _— — 128 125 
orn SE eee Bi ee i 955 1080 — os 947 | 8,97 
Zeit der Wagung. . _ 163 83 -- _ 118 |} 111 
MaKe 640| 342; g18| — | — | 396] 342 


Zeit der Wagung. . ca.120 102 81 — — 77 81 
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Ill. Analytische Belege. 
1. Stickstoff. 





Versuchs:- 
nummer 


6 


17 


Organ 


Muskel 
Leber . 


_ Gehirn 


Nierenrinde . 
Lunge . 

Haut ee 
(Haut, verschorft d. Sr 5) 
Haare . 
Muskel 
Leber . 
Gehirn 
Niere . 
Lunge . 

Herz 

Haut 

Haare . 
Muskel 
Leber . 
Gehirn 
Niere . 
Lunge . 

Herz 

Haut 

Haare . 
Muskel 
Leber . 
Gehirn 

Niere . 
Herz . 
Milz. . 

Fell . 
Muske’ 
Leber . 
Gehirn d 
Diinndarm. . 
Enddarm 
Lunge . 

Haut 

Muskel 
Leber... 
Gehirn : 
Nierenrinde . 
Lunge . 

Haut 

Haare . 
Muskel 
Leber . 
Gehirn 

Niere . 
Herz 

Milz . 

Haut 


Abgewogen 


nach Minuten 


57 
107 
102 
122 
147 


55 


116 
62 
18 
57 

136 

177 
89 


164 
24 
44 
53 

102 
64 
95 
38 


29 
72 
112 
89 
121 


21 


Verbraucht 


n HCl 


ccm 


4.28 
6,71 
3,26 
1,82 
2.56 
2.46 
4,23 
11,08 
2,28 
4,36 
4,46 
2,08 
1,08 
1,34 
1,29 
8,28 
13.31 
9,98 
6,46 
3,11 
5,72 
2,12 
0,79 
5,28 
4,30 
2,27 
2,23 
3,52 
1,70 
1,45 
6,36 
9,20 
5,10 
4,55 
4,00 
2,72 
1,40 
6.85 
5.66 
4,55 
2,11 
1,23 
2,22 
3,08 
5,62 
3,08 
5,99 
2.04 
4,60 
2.58 
1,75 


5.45 
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2. Calcium. 





Stets: linke Zahl = angewandt g; rechte Zahl: verbraucht n/100 HCl cem. 


Nr. Muskeln 
1 20,05 3,52 
23,20 3,37 
16,58 2,92 
16,11 2,92 
17,60 3,27 
15,49 2,97 
15,19 3,07 
16,67 3,27 
2 10,75 4,39 
15,95 6,48 
3 14,74 3,97 
23,16 5,76 
13,23 2,73 
12,23 3,12 
4 14,80 5,65 
5 9,40 8,89 
6 6,09 3,86 
7 9,92 3,10 
8 5,87 2,52 
9 9,99 3,11 
14,17 3,90 
12 19,57 5,80 
18,48 5,48 
13 7,46 5,70 
14 8,80 3,20 
15 15,15 4,59 
15535 5,28 
16,21 5,47 
15,07 6,61 
15,42 5,42 
14,35 6,06 
16 15,70 4 66 
19,28 4.92 
16,80 7,22 
17,20 5,39 
° 2068 477 
17:45 5,30 
19:74 7.25 
17 8,42 5,09 


18 1106 290 
19 Us 450 
20 «4105 460 
Kn) «17,71 6,36 


16,05 621 
16,33 5,97 
14,31 5,11 
Leber 
l 17,23 3,42 
17,85 3,17 
13,84 3,17 
2 6,04 2.77 


1) Kaninchen. 


17 


19 


20 
Kn 


SAO i) bo 


12 
13 
14 
15 
16 


17 





19 


Leber 
986 449 
1645 3,62 
15,95 3,87 
9,61 3,09 
9,43 3,64 
8,23 4,53 
8,21 3,27 
13,27 6,90 
9,67 6,50 
6,60 2,50 
14,50 19,55 
19,38 14,90 
10,94 5,00 
12,49 >4,30 
19,45 7,84 
17,50 7,00 
16,23 8,52 
18,13 4,72 
18,31 5,44 
18,33 5,68 
11,68 11,11 
8,36 4,21 
7,65 3,50 
10,15 5,14 
20,57 «6,99 
22,22 5,68 
20,48 3,81 
24,69 6,21 
Gehirn 
13,29 3,47 
12.67 3,17 
952 1,69 
19,02 4,30 
14,35 5,65 
1446 5,20 
7,86 2,22 
10,20 7,80 
7,72 5,50 
5,26 4,35 
7,67 6,00 
14,64 5,98 
13,04 8,65 
10,88 7,30 
10,91 6,77 
11,56 6,01 
13,05 5,87 
14,80 5,72 
15,55 5,53 
8,75 6,05 
7,07 2,28 
8,95 2,88 





Nr. 


20 


Como ow bo 


12 
14 


15 


19 


Gehirn 
8,4 4,87 
Niere 
9,93 3,04 
10,40 4,90 
13,08 4,46 
1298 431 
7,76 3,00 
5,98 3,04 
7,56 4,83 
9,76 2,01 
9,89 4,05 
7,68 8,15 
9,62 11,62 
9,69 5,75 
11,44 2,87 
10,21 9,81 
10,36 8,18 
1127 4,95 
1117 5,24 
11,17 7,31 
12,59 3,10 
8,2 4,84 
7,5 4,60 
Darm 
15,27 8,22 
14,54 7,73 
12,83 5,00 
13,77 5,84 
12,08 11,56 
6,21 5,12 
16,87 7,24 
14,33 12,14 
14,00 6,92 
9,95 5,82 
12,05 5,40 
10,00 15,80 
11,92 26,98 
14,52 49,80 
9,65 8,91 
8,29 4,29 
5,51 9,60 
15,29 10,59 
16,28 10,00 
15,10 10,50 
13,74 11,14 
16,51 7,78 
15,57 9,78 
10,63 17,90 
5,8 7,63 
12,2 12,38 

















_— 


Conon, 


Co w+ 


Kalkgehalt der Organe bei kalkbehandelten Katzen. 


Lunge 
12,25 7,77 
13,26 6,44 

7,84 7,30 
6,44 6,17 
4,48 4,00 
9,95 11,50 
16,68 19,87 
5,17 4,14 
Herz 
7,27 3,68 
11,85 4,73 
6,95 4.05 


11,15 


5,00 





Nr. 


13 
14 
17 
19 
20 


bo © bo 


13 
14 


Herz 
8,84 3,90 
10,80 4,25 
8,26 7,59 
6,8 3,07 
6,5 5,02 

Milz 
9,97 3,37 
5,33 2,57 
6,40 = 11,57 

Haut 
6,79 8,75 
5,96 7,23 





Nr. 


noe 


10 
10 
15 
10 
10 
10 
10 
10 
10 
10 


10 


Blut 
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3,76 
3,37 
6,28 
4,27 
3.81 
4,30 
4,09 
3,51 
3,56 
444 
4,32 


6,31 
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Die Salzhydrolyse der Stirke. I. 


Von 
W. Biedermann. 


(Aus dem physiologischen Institut zu Jena.) 


(Eingegangen am 13. November 1922.) 


Eine Arbeit, die ich vor kurzem in den Archives Néerlandaises 
de Physiologie, tome VII, 1922, p. 151, veréffentlicht habe, tragt den 
Titel: ,,Die diastatische Wirkung von Albumosen und Aminosiuren“. 
Ich habe nun zwar im Texte ausdriicklich betont, daB diese Wirkung 
nicht den Albumosen oder Aminosaiuren an und fiir sich zukommt, 
sondern daB der Erfolg in beiden Fallen an das Vorhandensein von 
gewissen Salzen (Ionen) und vor allem auch von Sauerstoff gekniipft 
erscheint; dennoch sind meine Angaben, wie mir bekannt wurde, 
mehrfach mi®verstanden und so aufgefaBt worden, als ob ich be- 
hauptet hatte, da jene organischen Stoffe fiir sich allein nach Art 
diastatischer Fermente wirkten. Dies ist nun aber keineswegs der 
Fall, vielmehr liegen hier die Dinge genau so, wie bei dem Speichel- 
ferment, wo ja auch die organische Komponente des Komplexes von 
Stoffen, an den wir die diastatische Wirkung jeweils gebunden sehen, 
ohne Salzionen und Sauerstoff véllig wirkungslos bleibt. Dennoch 
hat man sich gewodhnt, hier wie in anderen Fallen von Ferment- 
wirkungen gerade kolloidale organische Stoffe als die eigentlichen 
Trager derselben zu betrachten und diese in fast allen Fallen noch 
unbekannten Substanzen demgem48B ohne weiteres mit den betreffenden 
Fermenten identifiziert. Wenn sich dann herausstellte, daB in manchen 
Fallen das Wirksamwerden eines Fermentes ganz unverkennbar an 
das Hinzutreten gewisser anderer Stoffe gekniipft erscheint, so hat 
man diesen doch nur eine mehr untergeordnete Rolle als Aktivatoren 
oder Kofermente zuerkannt, das ,,Zymogen‘‘ war und blieb das 
Wesentliche, das eigentlich Aktive. Durch Erfahrungen der letzten 
Zeit, die den Gegenstand dieser Mitteilung bilden, bin ich zweifel- 
haft geworden, ob sich dieser Standpunkt in bezug auf diastatische 
Fermente linger festhalten laBt. Jedenfalls erscheint es dringend 
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notwendig, den Stoffen, welche die organische Komponente eines 
Ferments itiberhaupt erst zu einem wirksamen Bestandteil eines Sy- 
stems mit fermentativen Eigenschaften machen, eine gréBere Auf- 
merksamkeit zuzuwenden, als es bisher der Fall gewesen ist. Dies gilt 
in erster Linie von den Salzen, beziiglich deren Kinwirkung auf ver- 
schiedene Fermente in der Literatur zwar ein sehr grofes Material 
aufgespeichert ist, doch gewinnt man beim Studium desselben sehr 
bald die Uberzeugung, da® hier fast alles noch zu tun bleibt. Ebenso 
ist die wenigstens fiir Amylasen ausschlaggebende Bedeutung des 
Sauerstoffs bisher so gut wie gar nicht beriicksichtigt worden. Von 
Ionenwirkungen haben eigentlich nur die H- und OH-Ionen ein- 
gehende Wirdigung gefunden, und es erregte fast Befremden, als sich 
herausstellte, daB die Speicheldiastase nicht nur von H-Ionen, son- 
dern auch von vielen anderen Ionenarten in ihrer Wirkung selbst in 
minimalen Konzentrationen maBgebend beeinfluBt wird. Ich konnte 
zeigen, daB dies fiir alle Diastasen Geltung hat, und durch Unter- 
suchungen von Haehn sind wir dariiber unterrichtet, daB es sich bei 
der Tyrosinase ganz ahnlich verhalt. Aber nicht nur, daB die Ionen 
gewisser Salze fiir das Zustandekommen der eben genannten Ferment- 
wirkungen absolut unerlaiBlich sind, es schien sogar zunichst, daB 
die Ionen der Chloride, Bromide und namentlich die neutraler Phos- 
phatmischungen fiir sich allein schon geniigen, um Starke hydro- 
lytisch zu spalten. 

Ich mu& hier auf Versuche zuriickkommen, die ich schon vor 
Jahren anstellte und dann als ,,Autolyse‘‘ der Stirke deutete. Ks 
handelt sich um die Tatsache, daB Starke unter dem HinfluB von 
Salzgemischen, wie sie in der Speichelasche gegeben sind, oder auch 
nur von einer einfachen Kochsalzlésung bei einer Temperatur von 
etwa 40° friiher oder spiter vollstandig bis zu Zucker abgebaut wird. 
Meine ersten Angaben hieriiber stieBen — wohl hauptsachlich wegen 
ihrer Unvereinbarkeit mit den herrschenden Vorstellungen — mehr- 
fach auf Widerspruch; man glaubte die Hydrolyse auf Bakterien- 
wirkungen beziehen zu kénnen, zumal sich die Dauer solcher Ver- 
suche oft tiber viele Stunden erstreckte. Da auBerdem eine solche 
Starke-Salzmischung, wenn sie durch Aufkochen steriisiert und vor 
weiterem Luftzutritt geschiitzt wurde, auch nach Tagen noch unver- 
andert blieb, so schien es in der Tat so, als ob ich mich hitte 
tiuschen lassen. Es kam dazu, daB, wie ich selbst mehrfach hervor- 
gehoben hatte, méglichst gleichartig hergestellte Proben unter ganz 
gleichen Bedingungen, doch hinsichtlich der bis zum Verschwinden 
der Jodreaktion erforderlichen Zeitdauer oft groBe Verschiedenheiten 
darboten, Schwierigkeiten, die ich lange nicht beherrschen lernte. 
Alles das war, wie ich zugeben muB, wenig geeignet. meinen Arbeiten 
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Anerkennung zu verschaffen. Jetzt, nachdem es mir gelungen ist, 
in dem EinfluB des Sauerstoffs auf den SpaltungsprozeB den Grund 
aller jener UnregelmaBigkeiten und auch die Ursache fiir die Sta- 
bilitaét steriler (gekochter) Proben klarzustellen, kann von einer Tau- 
schung meinerscits nicht mehr die Rede sein, und mit der ,,Salz- 
hydrolyse‘, die sich nun auch in unmittelbar vor Beginn des Versuches 
gekochten, sterilen Lésungen schon innerhalb einer Vorlesungsstunde 
nachweisen lat, muB als einer feststehenden Tatsache gerechnet 
werden. Anders liegen die Dinge beziiglich der Deutung der Er- 
scheinung. Die nichstliegende Frage war offenbar die, ob es sich 
geg-benenfalls um eine direkte oder um eine indirekte Wirkung han- 
delt: sind es die Salze (lonen) an und fiir sich, welche die Starke 
chemisch beeinflussen oder geschieht dies auf dem Umwege eines 
Fermentes, welches dann entweder aus dem Substrat neu gebildet 
werden oder diesem als solches anhaften miiBte? Ich hatte mich zu- 
nachst fiir die erstere Annahme entschieden, und zwar hauptsichlich 
auf Grund der Tatsache, daB die Stirke-Salzgemische offensichtlich 
an Wirksamkeit zunehmen, wenn der Stirke-(Amylose-)Zusatz mehr- 
fach wiederholt wird, und zweitens geht die neugewonnene diastatische 
Kraft sofort verloren, wenn eine solche Lésung auch nur kurze Zeit 
gekocht wird. Dieses letztere Verhalten erklart sich nun freilich sehr 
einfach durch das Austreiben des Sauerstoffs bzw. der Luft aus der 
Fliissigkeit. Dagegen schien die ersterwihnte Tatsache sehr ent- 
schieden zugunsten der Annahme einer indirekten, durch ein Ferment 
vermittelten Wirkung zu sprechen. Nachdem sich dann aber heraus- 
gestellt hatte, daB die organische Komponente des Speichelferments 
und, wie es scheint, aller Diastasen ein albumosenartiges Proteid ist, 
erschien die an sich ja recht unwahrscheinliche Annahme einer Neu- 
entstehung von Ferment aus Starke nicht linger haltbar, und es blieb 
nur noch die zweite Méglichkeit, die ,,Autolyse auf vorgebildete, 
den Kérnern anhaftende und als Fermentreste auch in die bei 80° 
bereiteten Amyloselésungen iibergehende Diastase zu beziehen, wenn 
man nicht eine direkte Salzwirkung annehmen wollte. Eine solche 
Auffassung schien um so eher berechtigt, als ja eine weitgehende 
Thermostabilitat der Diastasen mit Sicherheit festgestellt werden 
konnte. Auch war fiir mich der Umstand ganz wesentlich mit- 
bestimmend, da kalt bereitete, durch Zerreiben von Rohstarke mit 
Wasser hergestellte Extrakte verhaltnismaBig stark diastatisch wirken. 
Gleichwohl bin ich jetzt zu der Uberzeugung gelangt, daB es 
sich bei dem von mir als Autolyse gedeuteten Vorgang in Wirklich- 
keit doch um eine direkte Salzwirkung, um eine ,,Salzhydrolyse han- 
delt. Die Griinde, welche mich zu dieser Anderung meiner bisherigen 
Auffassung veranlassen, sind, wie ich glaube, zwingender Art. 
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Es kann keinem Zweifel unterworfen sein, daB der organische 
Bestandteil diastatischer Fermente durch linger dauernde Einwirkung 
starker Séuren zerstért wird. Es wire also anzunehmen, da8 Amylose- 
lésungen durch geeignete Behandlung mit Siuren von den hypotheti- 
sehen Fermentspuren oder Resten befreit werden kénnten, ohne im 
iibrigen chemisch tiefergreifende Veranderungen zu erleiden. Schon 
A. Meyer gibt an, daB es durch Behandlung von Rohstarke mit 
starken Mineralsiuren gelingt, Amyloselésungen herzustellen: ,,HCl 
und H,SO, wirken, wenn sie eine geniigende Konzentration besitzen, 
schon bei gewohnlicher Temperatur kraftig losend auf «- und B-Amylose, 
doch geht zugleich Hand in Hand mit der Lésung Umwandlung eines 
Teiles der Starkesubstanzen in Amylodextrin, Dextrin und Zucker‘. 
Behandelt man trockene Starke mit 36°, Salzsiure, indem man 
das Becherglas in eine Kaltemischung von Eis und Kochsalz stellt, 
so quillt die Starke unter Verkleisterung stark auf und wird bei an- 
haltendem Riihren in verhaltnismaBig kurzer Zeit vollig gelést. Diese 
Lésung wird mit dem zwei- bis dreifachen Volumen Wasser verdiinnt, 
filtriert, was sehr leicht und klar vor sich geht, und dann mit dem 
dreifachen Volumen Alkohol unter starkem Rihren gefallt. Die Amylose 
wird auf dem Filter anhaltend mit Alkohol gewaschen, dem zuletzt 
eine Spur Ammoniak zugesetzt wird; ist die saure Reaktion voll- 
standig geschwunden, wird das Praparat unter Alkohol aufbewahrt. 
Nach dieser von Biitschli') gegebenen Vorschrift hatte ich mir schon 
vor Jahren aus Kartoffelstarke Amylose hergestellt, die sich nach 
Absaugen des Alkohols noch feucht in kaltem Wasser auferordentlich 
leicht und vollkommen klar liste. Dabei zerstiebt die Masse sofort 
in lauter kleine Stiickchen, die sich fast momentan lésen. Mit Jod 
gepriift, gibt eine solche Lésung rein blaue Farbung. Lat man die 
Einwirkung der Saure aber zu lange dauern, so erhalt man Praparate 
von wesentlich anderen Eigenschaften, indem sich einerseits dem Blau 
bei Jodzusatz immer mehr Rot beimischt, wahrend andererseits auch 
die Fallbarkeit durch Alkohol Verainderungen erfaihrt (vgl. Ferment- 
forschung II, 1919, S. 465). Zu den Versuchen eignen sich selbst- 
verstandlich nur solche Praparate, welche auf Grund der rein blauen 
Jodfarbe als aus reiner Amylose bestehend gelten durften. Mit solchen 
Lésungen erhielt ich schon damals bei Zusatz von Speichelasche oder 
auch von NaCl allein positive Ergebnisse, die mich in der Ablehnung 
von Fermentresten und in der Annahme einer Neuentstehung von 
Diastase aus dem Substrat wesentlich bestirkten. Bei Versuchen 
mit Diastasen verwendet man vielfach Praparate von sogenannter 


1) O. Biitschli, Uber Amylose und amyloseartige Kérper. Verh. d. 
Naturhist.-Med. Vereins zu Heidelberg. N.F. VII. 1903. 
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léslicher Starke, die durch verschiedene chemische Vorbehandlung, 
besonders auch mit Saéuren, dargestellt werden und beim Erhitzen 
mit Wasser vollkommen klare Lésungen geben, die nun freilich nicht 
reine Amyloselésungen darstellen, da sie sich bei Jodzusatz nicht 
rein blau, sondern stets schon mehr oder weniger violett farben. 
Auch hier war zu erwarten, daB Fermentspuren, welche den Stirke- 
kérnern etwa urspriinglich anhafteten, zerstért oder wenigstens erheb- 
lich geschidigt sein miBten. Endlich habe ich Amyloseloésungen, die 
in gewohnlicher Weise durch Erhitzen auf nur 80° hergestellt waren, 
nachber noch stundenlang unter Ersatz des verdunsteten Wassers 
gekocht und ihre Fahigkeit zu ,,autolytischer Spaltung mit eben- 
solchen nicht gekochten Lésungen verglichen. In allen diesen Fallen 
lieB sich nun bei dem jetzt geiibten Verfahren im Gegensatz zu den 
ailteren Autolyseversuchen ein irgend erheblicher Unterschied der 
Reaktionszeiten nicht feststellen, wenn nur die Konzentration der 
Amyloselésungen annahernd die gleiche war und auBerdem als wesent- 
lichste Bedingung die Proben gleichlang mit Luft geschiittelt waren. 
Ja, es erwiesen sich reine, nach dem Biitschlischen Séureverfahren 
hergestellte Amyloselésungen sogar besser geeignet, als alle iibrigen, 
eine Tatsache, die an sich schon mit der Theorie der Fermentspuren 
kaum in Einklang zu bringen sein diirfte. 

Bei den meiner letzten Arbeit zugrunde liegenden Versuchen 
mit Lésungen von Albumosen und Aminosiuren hatte ich diesen ein- 
fach etwas NaCl in Substanz zugesetzt und dann nach Vermischen mit 
dem gleichen Volumen gekochter Amylo-elésung mit Luft geschiittelt. 
Als Kontrollprobe diente eine Mischung der gleichen Menge derselben 
Amyloselésung mit ebensoviel 0,5 proz. NaCl-Lésung. Wahrend diese 
dann bei 40° stundenlang unverindert blaue Jodreaktion gab, trat 
unter dem Einflu8 der Albumosen oder Aminosiuren verhiltnismabig 
rascher Abbau der Amylose ein, Steht man nun auf dem Stand- 
punkt, daB es eine ,,Autolyse‘* in dem bisher von mir angenommenen 
Sinne gibt, so laBt sich offenbar schwer dariber eine sichere Ent- 
scheidung treffen, ob die beobachteten Wirkungen nicht einfach als 
eine stark beschleunigte Autolyse aufzufassen sind. Das lange Un- 
veriindertbleiben der Kontrollproben im Verein mit der Tatsache, 
daB Amyloselésungen, welche, um die hypothetischen Fermentreste 
zu zerstéren, mit Natronlauge versetzt und nach mebrstiindiger Ein- 
wirkung wieder (mit HCl) neutralisiert worden waren, von sauerstoff- 
und kochsalzhaltiger Albumosenlésung ganz ebenso abgebaut wurden, 
wie normale, schien mir die Annahme einer autolytischen Spaltung 
auszuschlieBen. Ich hielt mich daher fiir berechtigt, anzunehmen, 
,.daB jene Eiweif-Spaltprodukte an sich nach Art eines diastatischen 
Ferments wirken und Amylose hydrolytisch abzubauen imstande 
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sind‘. Dieser nicht ganz korrekte Satz war es wohl auch, der zu 
dem Mifverstindnis AnlaB gab, ich hatte ausdriicken wollen, dab 
Albumosen und Aminosauren fiir sich allein (ohne Salze und Sauer- 
stoff) diastatisch wirken kénnten. 

Ich war damals noch der Uberzeugung, daB dies ebensowenig 
méglich ist, wie daB Salze allein, ohne Mitwirkung von priiexistenten 
Diastasespuren imstande sind, Starke hydrolytisch zu spalten. Da 
nun aber die Richtigkeit dieser letzteren Annahme seither iuBerst 
zweifelhaft geworden ist, so schien es mir unerlaBlich, die Autolyse- 
versuche einer nochmaligen Uberpriifung zu unterziehen. Eine solche 
hat mich nun auch in den Stand gesetzt, den Versuchen jetzt eine 
Form zu geben, in der sie von jedermann leicht und mit absolut 
sicherem. raschem Erfolg angestellt werden kénnen, ohne daB an 
eine Mitwirkung von Bakterien auch nur im entferntesten gedacht 
werden kénnte. 

1g Kartoffelstarke wird mit 100 ccm destilliertem Wasser im 
Wasserbad auf 80° erhitzt und dann sofort in einem sterilisierten 
Glaszylinder mit Toluol itberschichtet. Nach dem Absetzen wird ein 
Teil der vollkommen klaren Lésung mit einer sterilen Pipette ab- 
gehoben und mit etwa dem 1!/,fachen Volumen destilliertem Wasser 
verdiinnt, da es fiir einen raschen Verlauf des Versuches durchaus 
notwendig ist, daB die in einer Probe enthaltene Stairkemenge nicht 
zu groB ist, ein Umstand, auf den ich friher nicht immer geniigend 
geachtet hatte. Ein Tropfen einer solchen Lésung soll auf einer 
weiBen Unterlage mit Jodjodkaliumlésung eine vollkommen rein 
blaue Fairbung ohne jede Spur von Violett geben. Nun vermische 
man im Reagenzglas etwa 5ccm der Amyloselésung mit dem gleichen 
Volumen einer frisch bereiteten Phosphatmischung (0,3 g NaH, PO,, 
0,8 g NagHPO, und 0,5 g NaCl auf 100 ccm Wasser) und schiittele 
nach Aufkochen und Abkiihlen der Probe 15 Minuten lang kraftig 
mit Luft (Probe a). Eine zweite Probe (b) wird in ganz gleicher 
Weise hergestellt, aber nicht mit Luft geschiittelt. Endlich dient 
zum Vergleich noch eine dritte Probe (c), in der an Stelle der Phos- 
phatmischung destilliertes Wasser tritt; diese wird wieder wie (a) 
15 Minuten lang mit Luft geschiittelt. Alle drei werden hierauf in 
ein Wasserbad von 40 bis 45° eingestellt. Es ist bemerkenswert, 
da8 die Jodreaktion schon unmittelbar nach dem Schiitteln einen 
Unterschied zwischen (a) und den beiden anderen Proben erkennen 
14Bt, indem die Farbe von (a) ganz deutlich violett getént ist, wah- 


- rend (b) und (c) noch rein blau erscheinen. Dem entspricht nun, 


daB (a) sehr bald rotviolette, dann rote Jodreaktion gibt und schlieb- 
lich achromisch wird. Durchschnittlich dauert es unter den ange- 
gebenen Bedingungen etwa 3 Stunden, bis dieser Punkt erreicht 
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ist. Dann reagiert aber (b) im giinstigsten Falle erst blau mit einem 
schwachen Stich ins Violett und (c) noch rein blau. Man kann den 
Vorgang der Hydrolyse noch etwas beschleunigen, wenn man (a) 
waihrend der Erwarmung noch einigemal kurz mit Luft schiittelt. 
Ist der achromische Punkt erreicht, so laft sich in jedem solchen 
Fall Zucker mit Sicherheit nachweisen. Wihlt man bei gleicher Ver- 
suchsanordnung als Ausgangsmaterial ein nach Biitschlis Methode 
dargestelltes Amylosepraparat in einer Konzentration, die, soweit 
sich dies nach der Tropfenfarbe bei Jodzusatz beurteilen liBt, an- 
naihernd der einer normalen Amyloselésung entspricht, so beobachtet 
man ausnahmslos einen wesentlich rascheren Abbau, so da die erste 
Schiittelprobe meist schon nach 2 Stunden den achromischen Punkt 
erreicht hat. Auch Kahlbaums lésliche Starke verhalt sich ganz ahn- 
lich, empfiehlt sich aber wegen der von vornherein schon blau- 
violetten Jodfarbe weniger. Da nun auch Amyloselésungen, die in 
der gewohnlichen Weise durch Erhitzen auf 80° gewonnen, dann aber 
mit NaO H-Lauge stark alkalisch gemacht und nach mehreren Stunden 
wieder neutralisiert worden waren, unter der Einwirkhung von Phos- 
phatmischungen der angegebenen Zusammensetzung kein anderes Ver- 
halten zeigten, wenn die Proben nur wieder anhaltend mit Luft ge- 
schiittelt wurden, so glaube ich, daB die Annahme, es handle sich 
bei der reinen Salzhydrolyse um das Wirksamwerden von Resten 
der organischen Komponente eines diastatischen, den Starkekérnern 
anhaftenden und auch in den Lésungen noch in Spuren vorhandenen 
Ferments, aufgegeben werden mu$. Dann bleibt aber keine andere 
Méglichkeit der Erklarung, als die Annahme, daB die ,,Autolyse‘ 
nichts anderes ist, als eine durch die Ionen gewisser Salze im Verein 
mit Sauerstoff direkt bewirkte langsame H ydrolyse. 

Ob die angegebenen Versuchsbedingungen, auf deren strenge Ein- 
haltung bei Wiederholung der Versuche zu achten ist, nun wirklich 
schon die mdglichst giinstigen sind, will ich keineswegs behaupten, 
halte es sogar fir wahrscheinlich, daf die Zusammensetzung der 
Phosphatmischungen sich noch ganz wesentlich wird verbessern lassen. 
Wie ich schon in meinen ersten Arbeiten angegeben habe, sind auch 
reine Kochsalzlésungen (0,5 bis 2°) wirksam, aber freilich sehr 
viel schwiacher. Welche Rolle bei der Salzhydrolyse der Sauerstoff 
spielt, ist vorliufig noch ganz unklar, daB sie aber eine maBgebende 
ist, geht aus den beschriebenen Versuchen unmittelbar hervor. Es 
kommt offenbar ganz wesentlich darauf an, daf die einzelnen Flissig- 
keitsteilchen wahrend langerer Zeit immer wieder mit Luft in direkte 
Berithrung gebracht werden, wie es beim Schiitteln eben der Fall 
ist. Beim bloBen Vermischen von Amylose- und Salzlésung, die 
beide dauernd mit Luft in Berihrung, also auch lufthaltig sind, 
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kommt es zwar schlieBlich auch zu einer Hydrolyse, aber doch erst 
so verzégert, daB solchen Versuchen immer eine gewisse Unsicherheit 
anhaftet, die sie, wie meine bisherigen Erfahrungen ja geniigend 
zeigen, verdichtig erscheinen lassen. Alle die mannigfachen Unregel- 
maBigkeiten, die mir friher so viel zu schaffen machten, lassen sich 
nun leicht verstehen und daher auch vermeiden. Es war daran zu 
denken, ob nicht vielleicht das Schiitteln an und fiir sich schon eine 
Hydrolyse einleitet oder beférdert, dies ist aber, wie die angefiihrten 
Versuche zeigen, nicht der Fall. Es mu weiteren Untersuchungen 
vorbehalten bleiben, zu priifen, welchen EinfluB die Konzentration 
der Salze, die Temperatur, Reaktion, das Alter der Amyloselésung 
und andere Umstiinde auf den Vorgang der Salzhydrolyse ausiiben. 
Hier kommt es mir nur darauf an, meine bisherigen Angaben zu 
erginzen und, soweit es erforderlich ist, richtigzustellen. Dies gilt 
vor allem auch von der Beobachtung, die mich in allererster Linie 
dazu bestimmte, die ,,Autolyse nicht einfach fiir eine direkte Salz- 
wirkung zu halten, sondern fiir einen durch Diastasespuren ver- 
mittelten Vorgang. Es betrifft dies die Tatsache, daB Salz-Amylose- 
gemische an Wirksamkeit zunehmen, wenn der Amylosezusatz mehr- 
fach wiederholt wird. Ich hatte dabei nicht beriicksichtigt, daB sich 
dann die gleiche Amylosemenge auf ein immer gréBeres Fliissigkeits- 
volumen verteilt, die Konzentration also dementsprechend immer mehr 
abnimmt. Da aber, wie schon erwihnt wurde, die Menge von Starke- 
substanz in einer Probe fiir die Schnelligkeit der Umsetzung von 
gréBter Bedeutung ist und diese natiirlich im umgekehrten Verhialtnis 
zur Konzentration steht, so erklart sich sehr einfach, daB mit jedem 
neuen Zusatz die Reaktionszeit abnimmt. Es kann also auch dieser 
Umstand nicht langer als ein Grund fiir die Annahme einer ,,Auto- 
lyse‘ gelten. 

Sieht man nun aber eine direkte Salzhydrolyse fiir bewiesen 
an, dann steht man vor der tiberraschenden Tatsache, daf von 
allen Komponenten eines Systems, wie es in einem diastatischen 
Ferment gegeben erscheint, nur allein die anorganischen Salze, bzw. 
deren Ionen imstande sind, im Verein mit Sauerstoff Starke hydro- 
lytisch vollstindig bis zu Zucker abzubauen, wiihrend die organische 
Komponente, die nach den herrschenden Anschauungen das eigentlich 
Wesentliche einer Amylase ausmacht, dies nicht zu leisten vermag 
und dazu nur durch das Hinzutreten von Salzen und Sauerstoff be- 
fahigt wird. Man fihlt sich beinahe versucht, die bisherige Ausdrucks- 
weise geradezu umzukehren und der organischen Grundsubstanz 
eines diastatischen Ferments die Rolle eines Koferments oder Kom- 
plements zuzuschreiben, die bisher den anorganischen Salzen 2u- 
erkannt wurde. 
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Diese Tatsache verliert nicht an Bedeutung dadurch, dab die 
Intensitit der reinen Salzwirkungen im Vergleich mit der geradezu 
explosiven Spaltung durch eine typische Amylase, wie etwa Speichel 
diastase, auch unter den giinstigsten Bedingungen immer aufer- 
ordentlich viel geringer ist, vielmehr gewinnt gerade dadurch das 
Studium der Einfliisse, durch die jene schwachen Wirkungen so 
enorm gesteigert werden, noch erhdhtes Interesse. 

Da schon eine passende Ionen-Mischung sehr viel energischer 
wirkt, als einfache Salzlésungen, geht unmittelbar aus meinen friiheren 
Erfahrungen und aus den hier mitgeteilten Versuchen hervor. Un- 
gleich leistungsfihiger erweisen sich aber noch Zusitze gewisser 
organischer Substanzen. Sehr auffallend fordernd wirken schon Amino- 
sduren, wie beispielsweise Glykokoll. 

Man stelle mit einer Amyloselésung, wie sie auch zu den friiheren 
Versuchen gedient hatte, folgende vier Proben her: 

a) 5eem Amylose + 5cem frisch mit destilliertem Wasser be- 
reiteter 1 proz. NaCl-Lésung werden im Reagenzglas aufgekocht und 
abgekiihlt. 

b) Die gleiche Mischung mit einem Zusatz von 0,05 g Glykokoll, 
ebenfalls gekocht und abgekihlt. 

ce) Gleiche Volumina Amyloselésung und frisch bereitete Phos- 
phatmischung derselben Zusammensetzung wie friiher. 

d) Wie (c), nur mit Zusatz von 0,05g Glykokoll. 

Alle vier Proben werden '/, Stunde lang kraftig. mit Luft ge- 
schiittelt und dann bei 40° gehalten. Schon unmittelbar nach dem 
Schiitteln reagieren (b) und (d) mit Jod im Vergleich zu (a) und 
(c) deutlich violettstichig. Nach 2 Stunden gibt (a) noch blauviolette, 
(b) gelbrétliche, (c) rotviolette und (d) rein gelbe Jodreaktion. Lést 
man die gleiche Menge Glykokoll in méglichst reinem destillierten 
Wasser statt in einer Salzlésung, so ist, auch wenn man ebenso 
lange mit Luft schiittelt, eine solche Mischung nicht imstande, Hydro- 
lyse der Amylose herbeizufiihren. Zwar macht sich nach vielen 
Stunden dann meist eine leichte Veraindcrung der rein blauen Jod- 
farbe nach dem Violett hin bemerkbar, aber man wird dies wohl auf 
den unvermeidlichen Salzgehalt der Amyloselésung selbst beziehen 
miissen, wie ja auch die diastatische Wirkung eines kalt bereiteten, 
wasserigen Stirkeextrakts darauf beruhen diirfte. 

Die Beschleunigung der Hydrolyse durch Aminosiuren (wie Gly- 
kokoll verhalten sich auch Alanin oder Leucin) ist, wie man in jedem 
solchen Versuch immer wieder feststellt, eine auSerordentlich auf- 
fallende. Sie tritt noch deutlicher hervor, wenn statt der Phosphat- 
mischung einfache Kochsalzlisung benutzt wird. In diesem Falle 
dauert es viele Stunden, ehe eine Probe ohne Aminosiure den achro- 








i ie Ry 79 1 





lie 
ZU 
el 

r- 
as 
SO 


nie Ee RCEE com 








Salzhydrolyse der Starke. 291 


mischen Punkt erreicht hat, auch wenn sie vorher mit Luft ge- 
schiittelt wurde, und man wird leicht zu der irrtiimlichen Ansicht 
verfihrt, daf reine Salzlésungen tiberhaupt nicht fahig sind, Hydro- 
lyse der Starke zu bewirken. Wenn dies nun auch nicht zutrifft, so 
bleibt doch die groBe Uberlegenheit geeigneter Mischungen von NaCl 
und Phosphaten eine sehr bemerkenswerte Tatsache. Es verhiilt sich 
hier ahnlich, wie mit der fordernden Wirkung einzelner Aminos&uren 
im Vergleich zu Gemischen von solchen. In wirksamster Form ver- 
schafft man sich solche durch anhaltende Trypsinverdauung von 
Fibrin bis zum Eintritt des abiureten Stadiums. 4 bis 5 g Rohfibrin 
werden unter Zusatz von Thymol in etwa 150 ccm alkalischem Wasser 
mit Trypsin (Griibler) bei 40° verdaut, bis die Lésung abiuret ge- 
worden ist. Dann wird mit HCl neutralisiert, gekocht und filtriert. 
Die fast farblose Lésung wird nun auf etwa 50 ccm eingeengt, 3cem 
derselben werden hierauf mit ebensoviel | proz. NaCl-Lésung ver- 
diinnt, nach Zusatz des gleichen Volumens Amyloselésung aufgekocht 
und dann nach raschem Abkiihlen 15 Minuten mit Luft kraftig ge- 
schiittelt. Zum Vergleich dient eine ebenfalls aufgekochte und mit 
Luft geschiittelte Probe von gl-ichen Teilen Amylose und 1 proz. 
NaCl-Lésung. Beide Proben werden bei 40° gehalten. Unter dem 
KinfluB der Verdauungsfliissigkeit erfolgt in diesem Falle die Hydro- 
lyse so schnell, daf} der achromische Punkt meist schon nach | Stunde 
erreicht wird. Fast ebenso giinstig wirken Albwmosengemische, wie 
sie durch Pepsin-H Cl-Verdauung gewonnen werden. Die michtigste 
Férderung erfaihrt aber die Salzhydrolyse durch jene eigenartigen 
albumosenihnlichen Spaltprodukte, die R. Neumeister schon vor vielen 
Jahren‘) durch Behandlung von KiweiBstoffen mit gesvannten Wasser- 
dimpfen erhalten und als ,,Atmidaibumin* und ,,A/midalbumose* be- 
schrieben hat, deren charakteristische Reaktionen eine merkwiirdige 
Ubereinstimmung mit jenen der ,,Speichelalbumose‘‘ zeigen. dem 
eigenartigen Proteid, welches in die Zusammensetzung anscheinend 
aller Diastasen eingeht und aus Parotisspeichel des Menschen mit 
Leichtigkeit rein gewonnen werden kann. Erhitzt man einige Gramm 
gekochtes oder rohes Blutfibrin mit destilliertem Wasser im zu- 
geschmolzenen Glasrohr 1 bis 2 Stunden auf 160 bis 170°, so erhalt 
man leicht getviibte, gelblich gefirbte Lésungen, welcl.e sich bei 
Zusatz von HNO, stark triiben. Die Triibung verschwindet beim 
Erhitzen unter Gelbfirbung und kehrt beim Erkalten wieder, ebenso 
wirkt Pikrinsiure, aber auch H Cl und Essigsdure geben starke Nie ler- 
schldge, die sich in der Hitze lésen und in der Kdilte wiedcrerscheinen. 
Dadurch unterscheiden sich diese Eiweifstoffe von allen anderen, 


1) Zeitschr. f. Biol. 26. 
19* 
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sowie auch von den Verdauungsalbumosen, stimmen aber in diesem 
Punkte iiberein mit der Speichelalbumose. 

Wiederholt man nun mit einer solchen Léisung die oben beschrie- 
benen Versuche, so erfolgt der Abbau der Amylose in den mit Luft 
geschiittelten salzhaltigen Mischungen unter dem Einflu8 der zu- 
gesetzten Albumosenlésung in der Regel so rasch, daB schon nach 
‘/, Stunde die Jodreaktion negativ wird. 

Die Wirkung einer solchen sauerstoffhaltigen Mischung von an 
sich nur schwach aktiven anorganischen Salzen und Atmidalbumosen 
laBt sich daher wohl schon mit der einer sehr verdiinnten Diastase- 
lésung vergleichen, und es steht zu hoffen, da® sich die Herstellung 
einer solchen ,,kiinstlichen Amylase‘ noch wesentlich wird verbessern 
lassen. 





Uber die Bildung von Sauerstoff 
aus Kohlendioxyd durch Eiweib-Chlorophyllésungen. 


Von 
M, Eisler und L. Portheim '). 


(Aus dem Staatlichen serotherapeutischen Institut in Wien und aus der 
Biologischen Versuchsanstalt der Akademie der Wissenschaften in Wien, 
Botanische Abteilung.) 


(Eingegangen am 13. November 1922.) 


In unserer Abhandlung ,,Uber Fallungsreaktionen in Chlorophyll- 
und anderen Farbstofflésungen‘‘*) haben wir darauf hingewiesen, daB 
in Extrakten, welche mit 95proz. Alkohol aus griinen Blattern her- 
gestellt wurden, durch wisserige Eiwei®lésungen eine Fallung, welche 
aus einer EiweiSchlorophyllverbindung besteht, erhalten wird. 

Diese EiweiBchlorophyllverbindung ist, je nachdem mehr oder 
weniger Eiwei§ in ihr enthalten ist, vollkommen, oder nur zum Teil 
in Wasser léslich und hat im Gel- und Sol-Zustande gewisse gemein- 
same Eigenschaften mit dem Chlorophyll des lebenden Blattes. 

Aus dem durch Eiweif$zusatz in alkoholischen Blattausziigen er- 
haltenen Niederschlage ist das Chlorophyll mit 95 proz. Alkohol extra- 
hierbar, und dieser Auszug liefert, mit Benzol geschiittelt, die griinen 
und gelben Chlorophyllkomponenten. Die spektroskopische Unter- 
suchung ergab bei der wisserigen Eiweifchlorophyllésung und beim 
lebenden Blatte ahnliche Resultate. Die kolloidalen Chlorophyll- 
lésungen und die lebenden Blatter der zur Herstellung der Nieder- 
schlige verwendeten Pflanzenarten erscheinen im durchfallenden 
Lichte gelblichgriin, im auffallenden griin, ohne gelblichen Ton, und 
beide zeigen nur, vor eine Reichertsche Fluoreszenzeinrichtung ge- 
bracht, Fluoreszenz. SchlieBlich sei noch erwahnt, da wisserige 
EiweiBchlorophyllésungen und wasserige Blattausziige im Lichte auf 
rote Blutkérperchen von Kaninchen himolytisch wirken. 


1) Ein Auszug dieser Arbeit erscheint unter dem Titel: Uber die 
Bildung von Sauerstoff aus Kohlendioxyd durch Eiwei8chlorophyllésungen. 
Vorliufige Mitteilung von M. Fisler und L. Portheim, (Mitteilungen aus 
dem Staatlichen serotherapeutischen Institut und aus der Biologischen 
Versuchsanstalt der Akademie der Wissenschaften in Wien) im Akade- 
mischen Anzeiger 1922, Nr. 19. 

*) M. Eisler und L. Portheim, Akademischer Anzeiger Nr. 2—3, 
Wien 1922. M. Eisler und L. Portheim, diese Zeitschrift 180, Heft 4/6, 
1922. 





M. Eisler u. L. Portheim: 


Wir sind nun weiter gegangen und haben versucht festzustellen, 
ob beziiglich des Gasumsatzes in unseren HiweiBchlorophyllésungen 
und in lebenden griinen Blattern eine Ahnlichkeit besteht, ob also 
bei unseren Lésungen im Lichte die Sauerstoffproduktion zum 
Ausdruck kommt, wahrend im Dunkeln die Atmung rein wahrzu 
nehmen ist. 

Bisher sieht man freilich die Zerlegung des Kohlendioxyds im 
Lichte durch das griine Blatt, also die Kohlensiiureassimilation als 
eine Funktion des lebenden Organismus an') und bei Versuchsergeb- 
nissen, durch die man das Gegenteil festzustellen suchte, konnten 
Fehler nachgewiesen werden, so da sie nicht einwandfrei erschienen ’). 

Nun hat aber Molisch*) mittels der Leuchtbakterienmethode 
zeigen kiénnen, daB abgetétete Blatter von Lamium album, zerrieben 
und mit Wasser aufgeschwemmt, im Lichte Sauerstoff ausscheiden, 
und Molisch spricht geradezu von postmortaler Assimilation *). 

Ein groBer Teil der Untersuchungen iiber die Zerlegung des CO, 
im Lichte durch Chloroplasten auBerhalb der Zelle, durch ab- 
getétete Blatter und durch Fermente, welche aus den Blattern ge- 
wonnen wurden, wurde mittels der biologischen Methoden [Engel- 
mann sche Bakterienmethode*), Beyrincks Leuchtbakterienmethode °)], 
durchgefiihrt. Diese Methoden zeichnen sich durch eine hohe Emp- 
findlichkeit aus, doch haften ihnen verschiedene Nachteile an’). Um 
diese Fehlerquellen und Mangel zu vermeiden und einen exakten Nach- 
weis fiir die Bildung von Sauerstoff bzw. die Zeilegung der Kohlen- 
siure zu erméglichen, haben wir zu unseren Untersuchungen die gas- 
analytischen Methoden herangezogen. Diese wurden durch die Ar- 
beiten der letzten Zeit so weit vervollkommnet, daB sie einen ein- 
fachen und exakten Nachweis auch kleiner Sauerstoffmengen, auf 
die es uns bei den zu besprechenden Versuchen vor allem ankam, 
gestatten. Wir benutzten den Haldaneschen*) Differentialblutgas- 
apparat und den Haldane schen *) Gasanalyseapparat. 


1) Pfeffer, Pflanzenphysiologie 1, 2. Aufl., 286, 1897. 

*) F. Czapek, Biochemie der Pflanzen 1, 2. Auf]., 552—554, 612—613, 
1913. 

8) H. Molisch, Botanische Zeitung 22, I. Abt., 1, 8, 1904. Derselbe, 
Zur Lehre von der Kohiens&ureassimilation im Chiorophylikorn. Wissen- 
schaftliche Ergebnisse des internationalen botan. Kongresses in Wien 1905 
1906, S. 179. 

4) Derselbe, |. c., 1902, 8. 8. 

5) Th. W. Engelmann, Botanische Zeitung 1881, 8S. 446. 

6) Beyrinck, zit. nach Molisch, |. c., 1904. 

7) H. Molisch, |. ¢., 1904, S. 9. 

8) Haldane, Journ. of pathology and bacteriology 1919. 

®) Derselbe, Journ. of hygienie 6. 
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Zu unseren Versuchen verwendeten wir Gras, welches in Reib- 
schalen mit 95 proz. Alkohol zerrieben wurde. Dem intensiv gefairbten 
Extrakte, der nach der Filtration vollstindig klar war, setzten wir 
20fach verdiinntes Pferdeserum im Verhialtnis 4:1 zu. Nachdem 
innerhalb einiger Minuten deutliche Flocken aufgetreten waren, wurden 
die Réhrchen scharf zentrifugiert, der Alkohol abgegossen und dessen 
letzte Spuren durch Absaugen mittels Filtrierpapier entfernt. Die 
Lésung des Sediments erfolgte in einer der urspriinglichen Alkohol- 
menge entsprechenden Quantitat einer 0,85proz. Kochsalzlésung. 

Bei einer Reihe von Versuchen kam statt der Kochsalzlésung 
eine m/10-Lésung von Natriumbicarbonat und Natriumcarbonat im 
Verhaltnis von 85:15 zur Verwendung'). Wéahrend bei diesen Ver- 
suchen die Versorgung der EiweiSchlorophyllésung mit dem erforder- 
lichen Kohlenséiurequantum aus der Carbonatlésung erfolgte, wurde bei 
anderen die Kohlensiure durch Einblasen von Exspirationsluft oder 
durch Einleiten aus einem Gasometer zugefiihrt. 

Fiir die Versuche mit dem Differentialblutgasapparat kamen je 
10cem der EiweiSchlorophyllésung in zwei etwa 25ccm fassende 
Glasbirnen mit eingeschliffenem Ansatz, von denen eine mittels 
schwarzen Papiers vor Lichtzutritt geschiitzt war. Beide Birnen 
wurden so weit in ein Wasserbad versenkt, dai sie vollkommen vom 
Wasser bedeckt waren. Die Aufstellung der Glaswanne mit den 
beiden Birnen erfolgte nun in der Weise, da sie intensivem Sonnen- 
lichte ausgesetzt war. 

Uber die Versuchsergebnisse gibt der nachfolgende Auszug aus 
den Protokollen AufschluB *). 

Nachdem in den beiden Birnen Temperaturausgleich und am 
Apparate Einstellung der beiden Schenkel auf ein gewisses Niveau er- 
folgt war, fing das Manometer an zu sinken. Nach Verdunkelung 
des Raumes wurde die Bewegung des Manometers sistiert ; Wieder- 
belichtung hatte ein neuerliches Sinken zur Folge. Nicht nur Ver- 
dunkelung, sondern eine bloBe Herabsetzung der Lichtintensitat durch 
eine die Sonne bedeckende Wolke fiihrte schon zum Stillstande. 

Ahnliche Resultate erzielten wir. wenn in die Birnen mit Chloro- 
phylikochsalzlésungen Kohlensaure eingeleitet worden war. 

Aus diesen Versuchen geht also hervor, daB in der dem Lichte 
ausgesetzten, die Eiweifchlorophyllésung enthaltenden Birne ein Uber- 
druck aufgetreten sein muB. 


































1) 0. Warburg, diese Zeitschr. 100, 230, 1919. 
2) Nicht alle Versuche haben, wie es bei solchen Experimenten selbst- 
verstindlich ist, so starke Ausschlige ergeben, wohl aber sind alle in 
gleichem Sinne verlaufen. 
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30. Mai 1922. Versuch mit je 10cem einer dunkelgriinen EiweiB- 
chlorophyllésung in der Licht- und Dunkelbirne. Die Eiwei8chlorophyll- 
verbindung ist in einer m/10-Lésung von NaHCO, und Na, CO, gelést. 





Stand der Wassersaule Luft. 

Zeit im Manomcter Belichtet oder verdunkelt engin 
com 

11h 10’ 0.03 belichtet 25 
ll 50 0,17 Pe 
ll 50 0,17 verdunkelt 
12 0,17 +9 
12 0,17 belichtet, starke Sonne 26 
12 9 0,285 belichtet 
12 9 0,285 verdunkelt 
12 19 0,27 me 
12 19 0,27 belichtet, starkes Licht 
12 42 0,42 belichtet 
12 42 0,42 verdunkelt 26 
12 50 |. 0.41 “a 25115 
12 50 0,41 belichtet 
1 10 0,54 oA 25,7 


Wir priften nun weiter die Zusammensetzung des Gasgemisches, 
wobei wir uns auf die Bestimmung des Kohlendioxyd- und Sauer- 
stoffgehalts im Luftraum der belichteten und verdunkelten Glas- 
gefaBe mittels des Haldaneschen Gasanalyseapparats beschrinkten 

Die zu diesen Versuchen verwendeten GlasgefiBe, von etwa 
35cem Inhalt, waren mit einem doppelt durchbohrten Gummistépsel 
verschlossen. Durch die Bohrungen wurden rechtwinklig gebogene 
Glasréhren eingefiihrt, von denen eine bis auf den Boden des Gefifes 
reichte, die andere ganz kurz war. Die beiden Glasréhren trugen 
an ihren freien Enden kurze Gummischlaiuche, welche durch Klemmen 
verschlossen werden konnten. 

Auch bei diesen Versuchen wurde ein GlasgefifS, das 10ccm der 
Eiwei8chlorophyllésung enthielt, dem Sonnenlicht ausgesetzt, wahrend 
die Lésung in einem zweiten GlasgefaéBe durch schwarzes Papier vor 
Belichtung geschiitzt war. 

Nuchdem die VersuchsgefaBe mehrere Stunden belichtet worden 
waren, wurde zum Uberleiten des Gases in den Haldane-Apparat das 
kurze Glasrohr des GefiBes mit dem Apparat verbunden und durch 
EingieBen von Quecksilber durch das lange Rohr das Gas aus dem 
Luftraume des GlasgefiBes verdringt und in den Apparat eingesaugt. 

Zuerst wurde der CO,-Gehalt dieser Luft bestimmt; die ge- 
wonnenen Zahlen kénnen aber, wegen der von uns verwendeten Me- 
thodik, nicht als Mafstab fiir den gebildeten Sauerstoff herangezogen 
werden. 

Es folgte nun die Bestimmung des Sauerstoffgehalts. Aus der 
Zusammenstellung der fiir den Sauerstoffgehalt erzielten Zahlen ist 
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zu ersehen, daB regelmaBig eine Sauerstoffzunahme in dem belichteten 
GlasgefiBe festzustellen war. 

Die absoluten Zahlen bei den Versuchen mit eingeleitetem CO, 
sind weniger beweisend, da die Feststellung der eingeleiteten Menge 
nur aproximativ erfolgte. 





In denGlasgefafen im 

Nummer des Datum Obiekt Art der Zufubr Licht und Dunkeln 
Versuchs 1922 - des CO, gebildete 

| Sauerstoffimenge in 9/5 


Differenz 
| Licht gegen 
Dunkel in 9/ 


20.V.| Wiasserige L6- Eingehauchte 21,4 
sungd. EiweiB- Exspirations- 
chlorophyll- luft 
verbindung 
dasselbe dasselbe 
dasselbe Durchperlung 
von CO, 
Elodea dasse!be 
canadensis 
Wasserige L6- dasselbe 
sung d. EiweiB- 
chlorophyll- 
verbindung 
dasselbe dasselbe 21.6 
=, dasselbe dasselbe 19,9 
a: ¥'. dasselbe m/10- 20,6 
NaHCO, u. 
| Na,CO, 
| 2. VI. dasselbe dasselbe 20,6 
dasselbe dasselbe 22,4 von 
| 9. VI. dasselbe dasselbe 21,4 20.5 
| 9. VI. dasselbe dasselbe 21,4 20,5 
116, VI. dasseibe dasselbe 21.8 20,7 
'28. VI. dasselbe dasselbe 21,7 20,5 
5. VII. dasselbe dasselbe 22,5 20,3 
dasselbe dasselbe 22,8 


Wir haben also regelmaBig einen héheren Gehalt von Sauerstoff 
bei Anwesenheit von Kohlensiure im Lichte gegeniiber der Dunkel- 
probe wahrnebmen kénnen. Diese Zunahme der Sauerstoffmenge 
kann nur auf eine im Lichte vor sich gehende Zerlegung des CO, 
zuriickgefiihrt werden. 

Auf §.552 der zweiten Auflage der Biochemie der Pflanzen 
sagt Czapek'): ,,Es ist wohl sicher, daB sowohl die kolloidal ge- 
lésten Chloroplastenpigmente (und etwa vorhandene nicht farbstoff- 
artige Lipokolloide) als auch die als Stroma bezeichneten eiweib- 
artigen Hydrokolloide der Chloroplasten unentbehrlich sind, weil 
nur ihr ungeléstes Gefiige das funktionstiichtige Chlorophyllkorn 
ausmachen kann.“ 


1) F. Czapek, Biochemie der Pflanzen 1, 552, 1913. 
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Und bei Besprechung der Versuche von Friedel!), der CO,- 
Zerlegung und Sauerstoffbildung im Lichte beobachtete, wenn er 
Glycerinextrakte aus frischen Blattern mit getrockneten, fein ge- 
pulverten Blattern zusammenbrachte, bemerkt Czapek*): ,,Es ist in 
der Tat auch sehr unwahrscheinlich, dai man auf diesem Wege zu 
einem positiven Resultate gelangen kann, weil es zu den ersten Vor- 
bedingungen gehéren miiBte, den Chlorophyllfarbstoff mit dem Stroma 
in die feinste und innigste Mischung zu bringen, was in der be- 
schriebenen Weise unméglich erreicht werden kann.“ 

Wir besitzen in dem von uns verwendeten Eiwei8chlorophyll- 
praparate eine Verbindung, bei der die beiden Komponenten in feinster 
und innigster Weise vermischt sind, und haben es in der Hand, den 
Dispersitaétsgrad dieser Verbindung nach Belieben zu andern. 

Wir glauben in unserer EiweifSchlorophyllverbindung ein Chloro- 
plastenmodell dargestellt zu haben, abnlich wie die Kohle- und EiweiB- 
modelle, welche Warburg*) und insbesondere Ellinger*) zum Nach- 
weise der Atmung auberhalb des Organismus verwendeten. 

Es wurde bereits oben erwahnt, daB die von uns hergestellte Eiwei}- 
chlorophyllésung gewisse Eigenschaften besitzt. die mit denen des leben- 
den Blattes iibereinstimmen, wie z. B. die Farbe, das Spektrum und die 
Fluoreszenz. Beiden bisherigen Untersuchungen, welche sich mit der Zer- 
legung des CO, auBerhalb cer Pflanze beschaftigten, wurden aber teils 
Chloropbyllpriparate verwendet, welche in ihren Eigenschaften von dem 
lebenden Blatte stark abwichen, teils wurde Material benutzt, das noch 
Chloroplasten enthielt, bei denen daher nach den Versuchen von 
Engelmann, Haberlandt und Ewart®) Assimilation noch méglich war. 

Unsere Beobachtungen, welche eine Assimilation®) durch von 
natiirlichen Chloroplasten freie Lésungen annehmen lassen, sind als 
der Beginn einer Reihe von Versuchen”) anzusehen, welche tiber den 
Gasaustausch in unseren EiweiBchlorophyllésungen im Lichte und im 
Dunkeln AufschluB geben sollen. 


1) J. Friedel, C. r. 133, 840, 1901. 

2) F. Czapek, |. c., 1913, S. 612. 

5) O. Warburg und Negelein, diese Zeitschr. 113, 1921; O. Warburg, 
ehendaselbst 119, 1921. 

4) Ph. Ellinger, Zeitschr. f. physiolog. Chemie 119, 11, 1922. 

5) Siehe F. Czapek, |. c., 1913, 8. 552. 

6) Der Ausdruck Assimilation wird von uns in dieser Abhandlung 
fiir die Bildung von Sauerstoff aus Kohlendioxyd gebraucht. 

7) Diese weiteren Arbeiten werden wir gemeinsam mit Herrn D. Loew 
vornehimen, der uns bei der Durchfiihrung der bisherigen Versuc he bestens 
unterstiitzt hat. 





Uber das Vorkommen yon p-Oxybenzaldehyd und p-Oxybenzoe- 
siure bei der bakteriellen Tyrosinzersetzung, mit besonderer 
Beriicksichtigung des dabei gebildeten Melanins. 


Von 
Kinsaburo Hirai. 
(Aus dem Sasaki-Laboratorium im Kyoundo-Hospital zu Tokio.) 


(Eingegangen am 13. November 1922.) 


Vor einiger Zeit berichtete ich iiber die bakterielle Bildung der 
p-Cumarsaure, eines zum ersten Mal durch einen direkten Versuch 
nachgewiesenen Zwischenproduktes der Tyrosinzersetzung'), wenn 
man 1-Tyrosin in Ringerscher Lésung der Einwirkung von Proteus 
vulgaris aussetzt. Diese Saure wird bei laingerer Wirkungsdauer 


weiterhin zur p-Oxyphenylessigsiure oxydiert. Damals dachte ich, 
da8 diese p-Oxyphenylessigsiure infolge der Oxydation nach 
dem allgemein angenommenen Schema ausschlieBlich in p-Kresol 
oder Phenol umgewandelt werden kann. Bei einer noch langer 
dauernden Bakterieneinwirkung auf |-Tyrosin konnte ich unerwarteter- 
weise auch p-Oxybenzaldehyd als ein Abbauprodukt isolieren. 

Der Verlauf der Umwandlung von |-Tyrosin bei der Bakterien- 
einwirkung stellt einen sehr komplizierten Vorgang dar, wie ich in 
meiner vorigen Arbeit andeutete; es gibt namlich sehr verschiedene 
Umwandlungsprodukte, je nach dem einwirkenden Bakterienstamm, 
der Dauer der Einwirkung und besonders nach der Art der Nahr- 
lésung. In der Absicht, die Bedingungen bei dem bakteriellen Ab- 
bauprozeB einfacher zu gestalten, arbeitete ich zuerst immer mit 
demselben Bakterienstamm, der in unserem Laboratorium weiter 
geziichtet war, ohne die Kigenschaft zu verlieren, in einem glycerin- 
haltigen Nahrmedium p-Oxyphenylmilchsaure aus |-Tyrosin zu bilden. 
So war die vorliegende Arbeit durchgehends mit diesem Proteus- 
stamm und mit der Ringerschen Lésung als Nihrmedium ausgefiihrt. 
Diesmal unterbrach ich den Versuch am 52. Tage und konnte p-Oxy- 


1) Kinsaburo Hirai, diese Zeitschr. 114, 71, 1921. 
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benzaldehyd isolieren. Bei einer anderen Probe von einer langeren 
Verweildauer im Brutschrank (100 Tage) konnte ich 0,1 g p-Oxy- 
benzoesaure (aus 10g 1-Tyrosin) neben etwa 0.3 g p-Oxyphenylessig- 
siiure abscheiden. Die Trennung der beiden Siuren gelang dank 
ihrer weit differenten Léslichkeit in Wasser ganz leicht. Ob die 
Entstehung der p-Oxybenzoesiure sich dabei entweder um eine 
direkte Bakterienwirkung oder um eine Autoxydation des p-Oxy- 
benzaldehyds handelt, kann man vorliufig nicht mit Sicherheit 
sagen. Jedenfalls ist die Tatsache experimentell festgestellt, daB die 
p-Oxybenzoesiure aus l-Tyrosin bei der bakteriellen Kinwirkung ent- 
steht. Als das bakterielle Faulnisprodukt von 1-Tyrosin wurde das 
p-Oxybenzaldehyd bisher niemals gewonnen, wiahrend Acetaldehyd, 
wie Neuberg und seine Mitarbeiter feststellten, sowohl durch Pilze?!) 
als durch Bakterien*) bei der Zersetzung von Zuckerarten leicht 
gebildet wird %). 

Wenn ich nun die Resultate meiner Experimente tiber Ein- 
wirkung von Proteus vulgaris auf 1-Tyrosin in der Ringerschen 
Lésung zusammenstelle, so verliuft die Zersetzung wahrscheinlich 
wie das folgende Schema zeigt: 


OH OH OH 
sae ee 
are 
CH,—C H—COOH CH: CH—COOH CH,—COOH 
NH, 
Tyrosin p-Cumarsiure p-Oxyphenylessigsaéure 
OH OH 
> > 
CHO COOH 
p-Oxybenzaldehyd p-Oxybenzoesiaure 
(?) 
v 
Melanin 


Bei der Einwirkung von Proteus vulgaris auf 1-Tyrosin in 
Ringerscher Lésung beobachtete ich jedesmal eine auffillige Bildung 
eines schwarzen Farbstoffs nach Ablauf von etwa 3 Wochen im 
Brutschrank, was beim Versuche mit glycerinhaltigen Nahrmedien 
merkwiirdigerweise niemals der Fall war. Diese Schwarzfarbung 


1) CO. Neuberg u. C. Cohen, diese Zeitschr. 112, 139, 1920; 122, 204, 1921. 
2) OC. Neuberg, F. Nord u. E. Wolff, ebendaselbst 112, 144, 1920. 
3) Vgl. OC. Neuberg u. E. Reinfurth, ebendaselbst 89, 384, 1918. 
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trat erst im Spatstadium jedes Versuchs auf und erschwerte immer 
die Isolierung und Reinigung von p-Oxyphenylessigsiure; dagegen 
war im friiheren Zeitpunkt die Nahrlésung orangegelb gefirbt, so dai 
keine Erschwerung der Isolierung und Reinigung von p-Cumarsiure 
sich geltend machte. Nach einiger Zeit wurde diese orangerote Fiirbung 
allmaihlich dunkler und schlieBlich schieden sich schwarze Flocken 
ab. Zwecks der weiteren Bearbeitung dieses an sogenannte Melanine 
erinnernden Kérpers wurde er mit Alkohol erschépfend extrahiert. 
Von diesem Extrakt wurde der Alkcohol abdestilliert und der Rick- 
stand mit wenig Wasser digeriert und abgesaugt. Da das dabei 
entstandene melaninartige Pigment nicht mehr in Wasser loslich ist, 
konnte ich es somit von in Wasser mehr oder weniger léslichen 
Substanzen trennen. Die weitere Reinigung des Melanins erfolgte 
durch wiederholte Umfillung von Melanin aus alkalischer Lésung 
mittels Saure, wobei hauptsichlich nur das Melanin als Niederschlag 
sich absetzt. 

Das durch solche Methode gereinigte Melanin wandte ich zur 
Untersuchung an und das dadurch gewonnene Pigment bildete eine 
amorphe, schwarzbraune Masse, die leicht in Alkali, Alkohol, 
Kisessig, Methylalkohol, Aceton und Essigither, schwer in Wasser, 
Mineralséure, Ather, Chloroform und Benzol léslich war. Auch ist 
zu bemerken, da die Léslichkeitsverhailtnisse etwas anders als 
bei Melaninen aus anderer Quelle waren. Dieser Umstand kommt 
vielleicht von Verschiedenartigkeit der Melanine, wie Abderhalden 
und Guggenheim') behaupten: ,,Auch ist zu betonen, daB die Ein- 
heitlichkeit der Melanine in keiner Weise erwiesen ist.‘‘ Die Mela- 
nine aus anderen Quellen sind meistenteils in Alkohol unldéslich, 
ganz entgegengesetzt ist der Fall mit dem Melanin in meinem Ver- 
such. Diesbeziiglich ist die Arbeit von W. Eller und K. Koch*) 


_tiber Huminsaure bemerkenswert, denn die Huminsiure aus Phenol 


verhilt sich etwas anders als dieselbe aus Resorcin oder Hydro- 
chinon usw. und ist auch in Alkohol léslich. Das ahnliche Verhiltnis 
kann auch tei den Melaninen existieren. Das Eisen und der 
Schwe'el, welche beide oft als Bestandteile der Melanine angegeben 
wurden, konnte ich nicht in meinem Falle nachweisen, was selbstver- 
stindlich bei Verschiedenheit der Ausgangsmateria'ien nicht be- 
fremdlich ist. Sehr mannigfaltig sind die Abbauprodukte der Mela- 
nine je nach den Quellen; so vermochte F. Samuely*) Pyridin und 
phenolartige Substanz durch Reduktion des Melanins aus Serum- 


1) E. Abderhalden u. M. Guggenheim, Zeitschr. f. physiol. Chem. 54, 
333, 1907—1908. 

2) W. Eller u. K- Koch, Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 58, 1469, 1920. 

3) F. Samuely, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 2, 355, 1902. 
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albumin, H. Spiegler') Methyldibutylessigsiure aus Haarpigment, 
H. Woljt?) Xyliton aus einem melanotischen Pigment der Leber zu 
isolieren. Obgleich ich tiber das Melanin noch nichts Exaktes zu 
sagen vermag, ist es doch nicht ohne Interesse; denn es entsteht aus 
einer bestimmten, chemisch gut bekannten Quelle, 1-Tyrosin, und 
zwar in einer betriichtlichen Menge, so daB sie zur Darstellung und 
weiteren Untersuchung ausreichend ist. Von den pathologischen Pig- 
menten scheint das Melanin der Melanosarkome in einer nahen Be- 
ziehung hierzu zu stehen, indem Primavera*) friher die interessante 
Beobachtung veréffentlicht hat, da8 in Melanosarkomen Tyrosin in 
groBer Menge vorkomme, dafs mit der Zunahme des Melanins das 
Tyrosin abnehme, also eine innige Wechselbeziehung zwischen Tyrosin 
und Melanin bestehen miisse. 

Die Bildung des schwarzen Farbstoffs aus 1-Tyrosin in Ringer- 
scher Lésung durch Proteus vulgaris ist wahrscheinlich als Tyrosinase- 
wirkung zu betrachten, obgleich das Auftreten der Schwarzfairbung 
so spitzeitig erfolgt. DaS das Ferment nicht nur auf 1-Tyrosin 
selbst, sondern auch auf etwaige Derivate des Tyrosins eingestellt 
ist, ist bekannt‘). Seit den Untersuchungen von Bertrand, Bour- 
quelot, Chodat, Fiirth usw. wissen wir, da die Tyrosinase sowohl in 
Pflanzen wie auch in der tierischen Welt iiberall verbreitet ist. 
Ebenfalls ist iiber die Anwesenheit dieses Ferments in ver- 
schiedenen Mikroorganismen®) vielfach berichtet. Die Erscheinung 
der starken Beschleunigung der Schwarzverfirbung beim Gebrauch 
von Hendersonscher Phos;hatmischung als Nahrmedium steht in 
gutem Einklang mit der férdernden Wirkung von Alkalizusatz auf 
Tyrosinase. In der Hinsicht ist das Auftreten der p-Oxyphenylessig- 
siure und besonders des p-Oxybenzaldehyds bemerkenswert. Ob 
die letzte Substanz ein intermediires Produkt der Tyrosinasewirkung 
vorstellt, ist vorderhand noch nicht mit Sicherheit zu sagen. In 
einem Versuche, bei welchem Platinschwamm in Nihrlésung ein- 
getaucht war, tritt die Dunkelfirbung frihzeitig und auffallend 
intensiv ein. Auer mit Tyrosin stellte ich dieselben Versuche mit 
anderen Aminosiuren an, wie |-Tryptophan, dl-Phenylalanin und 
1-Leucin, und in keinem Falle konnte ich unter denselben Bedingungen 
wie beim 1-Tyrosin die Melaninbildung konstatieren. 


1) E. Spiegler, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 4, 40, 1904. 

2) H. Wolff, ebendaselbst 5, 476, 1904. 

8) Giornale internationale delle scienze mediche 1907, Nr. 21. Zit. 
nach Oberndorfer, Die pathologischen Pigmente, Ergeb. d. allg. Pathol. u- 
pathol. Anat., 19. Jhrg., 11. Abt., 8. 57, 1921. 

4) Abderhalden u. Guggenheim, 1. c. 

5) Biochemisches Handlexikon 5, 639. 
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Experimenteller Teil. 


Versuch 1. 


Isolierung von p-Oxybenzaldehyd aus 1-Tyrosin durch Einwirkung von 
Proteus vulgaris in Ringerscher Losung. 


Zu dieser Untersuchung diente ganz dasselbe Verfahren, und 
zwar derselbe Stamm von Proteus vulgaris, wie beim Versuch in der 
vorigen Mitteilung'). Dabei konnte ich p-Cumarsaure nach zwélf- 
tiigigem, p-Oxyphenylessigsiure nach 40taigigem Einwirken des 
Proteus vulgaris isolieren. Diesmal wurden fiinf Kolben, die 2g 
1-Tyrosin, 800cem Ringersche Lésung und Bakterienemu!sion aus 
fiinf Schrig-Agarkulturen enthielten, 52 Tage lang im Brutschrank 
von 37°C gelassen. Wiahrend dieser Zeit verfirbte die Lésung all- 
mihlich immer dunkler und beim Herausnehmen aus dem Brut- 
schranke war die ganze Lésung teerschwarz. Nach der Priifung auf 
bakterielle Reinheit wurde der Inhalt von fiinf Kolben, der gegen 
Lackmuspapier neutral reagierte, vereinigt und mit 20proz. Lésung 
von Plumbum aceticum versetzt. Der entstandene, briunlich 
schwarze, voluminése Niederschlag wurde abgenutscht und mehrmals 
mit Wasser gewaschen. Das Filtrat wurde mit Ammoniak versetzt 
und der gelblichweiBe Niederschlag abgesaugt und griindlich mit 
Wasser gewaschen. Das zweite Filtrat wurde nach dem Entbleien 
durch Schwefelwasserstoff unter vermindertem Druck eingeengt und 
nach dem Zusatz von Natronlauge das Ammoniak durch Destillation 
beseitigt. Zwecks der Entfernung der Essigsiure wurde nochmals 
die Wasserdampfdestillation bei saurer Reaktion wiederholt. Der 
Destillationsriickstand wurde neutralisiert und mit Ather extrahiert. 
Der Atherextrakt wurde abdestilliert, wobei der Riickstand in ganz 
feinen Nadeln kristallisierte, die weiter aus Wasser umkristallisiert 
wurden. Nach vorsichtigem Abdampfen des Wassers gewann ich 
eine geringe Menge nadelférmiger Kristalle mit einem Schmelz- 
punkt von 117°C (unkorr), die im Wasser sich leicht lésten, 
Millonsche Reaktion gaben und gegen Lackmuspapier neutral rea- 
gierten. Die wiasserige Lésung der Substanz mit p-Nitrophenylhy- 
drazin versetzt, zeigte die Aldehydnatur der Substanz, indem dabei 
sich schéne rote Kristalle abschieden, die bei 300°C noch nicht 
schmolzen. Der oben erwiihnte Charakter stimmte gut mit p-Oxy- 
benzaldehyd iiberein, und dazu gab es keine Schme!zpunktdepression 
bei der Mischprobe der Substanz mit synthetisch dargestelltem 
p-Oxybenzaldehyd. 


1) Kinsaburo Hirai, diese Zeitschr. 114, 71, 1921. 
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Zur Charakterisierung stellte ich p-Nitrophenylhydrazon dar, 
das aus dem Alkohol umkristallisiert und fiir die Analyse bei 100°C 
getrocknet wurde. 


0,1020 g Substanz 14,1 com N (14°C 755 mm) 
C,,;H,,0;N; Berechnet Gefunden 
N 16,34 16,27 


Aus dem Bleiniederschlag konnte ich nichts auBer Melanin isolieren. 

In einem zweiten Versuche (vier Kolben, das sind 8g Tyrosin, 
52 Tage) konnte ich nur 0,06 g analysenreine Substanz bekommen, 
die im Vakuumexsikkstor iiber Phosphorséiureanhydrid zur Ge- 
wichtskonstanz getrocknet wurde. 


0.0592 g Substanz 0,1485 g CO, 0,0274 g H,O 
C,H,O, Berechnet Gefunden 
Cc 68,82 68,41 
H 4,96 5,18 


Die Mutterlauge der Atherextraktion bei neutraler Reaktion 
wurde sauer gemacht und weiter mit Ather extrahiert. Aus diesem 
Atherextrakt gewann ich nur wenig (etwa 0,1 g) p-Oxyphenylessig- 
siure, die den richtigen Schmelzpunkt der p-Oxyphenylessigsiure 
hatte und positive Millonsche Reaktion gab. Dieser Schmelzpunkt 
war unverinderlich bei der Mischprobe mit analytisch festgestellter 
p-Oxyphenylessigsaure. 

Versuch 2. 
Isolierung von p-Oxybenzoesiure. 

Die Versuchsanordnung war dieselbe wie bei Versuch 1, nur die 
Verweildauer bedeutend linger, das ist 100 Tage. . 

Fiinf Kolben mit je 2g, das sind 10g 1-Tyrosin, wurden dabei der 
Einwirkung der Proteusbakterien ausgesetzt. Die weitere Aus- 
arbeitung war wie Versuch 1. Aus der Bleifallung konnte ich nach 
dem Entfernen des Bleies und der Essigsiure durch Behandeln des 
Riickstandes des Atherextraktes mit siedendem Wasser mikro- 
skopische Prismen aus der zuerst ausgeschiedenen Fraktion ge- 
winnen. Sie wog 0,1 g, zeigte Millonsche Reaktion nach vor- 
sichtigem Erhitzen, schmolz bei 210 bis 211°C, und die Mischprobe 
mit synthetisch dargestellter p-Oxybenzoesiure zeigte keine Schmelz- 
punktsdepression. Aus anderen Fraktionen konnte ich etwa 0,3 g p-Oxy- 
phenylessigsiure isolieren. p-Oxybenzaldehyd konnte ich nirgends 
bei diesem Versuche finden, denn in jeder Fraktion war die p-Nitro- 
phenylhydrazinprobe negativ. 

Versuch 3. 
Untersuchung der Melaninbildung aus 1-Tyrosin durch Bakterien. 


Bis jetzt beobachtete ich die Melaninbildung beim Einwirken 
von Proteus vulgaris auf |-Tyrosin in Ringerscher Lésung, und 
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zwar begleitet immer von der Bildung von p-Oxyphenylessigsiure 
oder p-Oxybenzaldehyd. Bedeutend leicht und friihzeitig erfolgte 
das Auftreten des Pigments in der Lésung, in welcher Hendersonsche 
Phosphatmischung zugesetzt war. In diesem Versuche enthielt jeder 
Kolben 63l ccm Ringersche Lésung, 169 ccm Hendersonsche Phos- 
phatmischung, 2 g |-Tyrosin und Bakterienemulsion aus fiinf Agar- 
kulturen. Im Falle, wo die Ringersche Lésung allein benutzt 
wurde, pflegte die Verfarbung der Lésung erst nach einem Monat 
langen Verweilen im Brutschrank aufzutreten. Der Zusatz von 
Hendersonscher Phosphatmischung beschleunigt das Phianomen_be- 
deutend. Nach 2 Wochen war der Inhalt von allen Kolben schon 
ganz schwarz verfirbt. Im Gegensatz dazu sieht man aber solche 
schwarze Verfairbung niemals selbst nach 100 Tagen. bei der An- 
wendung von glycerinhaltiger, eiweiBfreier Naihrlésung, in welcher 
immer p-Oxyphenylmilchsiure aus |-Tyrosin gebildet wurde. Eigen- 
tiimlicherweise tritt die Melaninbildung bei Gegenwart von Platin- 
schwamm ceteris paribus trotz der Anwendung derselben Nihrlésung 
ganz massenhaft ein. 


1. Versuch von einer lingeren Dauer mit der glycerinhaltigen Nihrlésung. 

Ein Kolben mit ganz gleichem Inhalt wie beim Versuch 1 war 
100 Tage, also zehnmal so lange, in den Brutschrank von 37° C gestellt; 
das Gemisch blieb jedoch ohne schwarze Verfarbung, und es wurde 
0,9g p-Oxyphenylmilchsiure gewonnen. Niemals war die Bildung 
von dem schwarzen Pigment zu bemerken. Es war immer so, dah 
die p-Oxyphenylmilchsiure spielend leicht von der Verunreinigung 
befreit wurde, wihrend die Reinigung der p-Oxyphenylessigsaure 
stets von begleitendem Melanin erschwert wird. 

In einer engen Beziehung damit scheint das Auftreten von 
schwarzer Verfirbung bei der Bildung von p-Oxyphenylessigsiure 
bei der Einwirkung von Proteus vulgaris auf 1-Tyrosin in der An- 
wesenheit von Quecksilberoxydphosphat in eiweiBfreier Naihrlésung 
zu stehen '). 


2. Versuch unter Zusatz von Platinschwamm. 

Bei diesem Versuche wurde aufer 1-Tyrosin in glycerinhaltiger 
eiweiBfreier Nahrlésung noch 1,0g Platinschwamm zugesetzt. Die 
Verweildauer von zwei Kolben (im ganzen 4g 1-Tyrosin) im Brut- 
schrank von 37°C betrug 41 Tage. Interessanterweise verfirbte 
sich der Inhalt von zwei Kolben nach 18 Tagen ganz schwarz, wie 


1) Ichiro Otsuka, diese Zeitschr. 114, 87, 1921. Er zeigte mir 6fters 
soleche schwarze Verfirbung, wenn er auch auf die Beschreibung dieses 
Befundes in seiner Arbeit verzichtete. 

Biochemische Zeitschrift Band 135. 2”) 
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im Versuch mit Ringerscher Lésung. Kein faBbares Zersetzungs- 
produkt konnte ich bei diesem Versuche bekommen. 

Beim Versuche unter Zusatz von Platinschwarz statt des 
Platinschwamms blieben zwei Kolben mit dem oben genannten In- 
halt 41 Tage lang ohne schwarze Verfiirbung im Brutschrank von 
37°C. Dabei wurde als das Zersetzungsprodukt des |-Tyrosins 0,6 g 
p-Oxyphenylmilchsiure gefunden. 

Zur Darstellung und Untersuchung des gebildeten Melanins be- 
nutzte ich die Bleifallung, in welcher das gesamte Melanin einge- 
schlossen war. Sie wurde pulverisiert, in Alkohol suspendiert und 
mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Nach dem Verjagen des_ iiber- 
schiissigen Schwefelwasserstoffs wurde die alkoholische Lésung fil- 
triert und das Filtrat unter vermindertem Druck eingeengt. Der 
Riickstand wurde nochmals in Alkohol gelést, filtriert und unter 
vermindertem Druck eingeengt. Den Riickstand digerierte ich mit 
Wasser, dabei ging ein sehr geringer Teil des Melanins in die Lésung 
iiber, wihrend der Hauptteil ungelést als Riickstand auf dem Filter 
blieb. Das letztere wurde mit Alkohol aufgenommen, filtriert und 
nach dem Abdampfen des Alkohols getrocknet und_pulverisiert. 
Dieselbe reinigte ich durch wiederholte Umfillung, nimlich Lésen 
in n-Natronlauge und Fallen mit verdiinnter Schwefelsiure so lange, 
bis das Filtrat keine positive Millonsche Reaktion gab. Dies gelang 
nach 3- bis 4maliger Umfallung. Das so gewonnene Melanin wog 0,5 g 
nach dem Trocknen (aus 4g 1|-Tyrosin). Die Substanz enthielt weder 
Stickstoff noch Eisen und Schwefel; fast vollstandig verbrennbar 
beim Gliihen auf Platinblech; schwer léslich in Wasser, Mineralsduren, 
Ather, Chloroform, Benzol; leicht léslich in Alkali, Alkohol, Ameisen- 
siure, Eisessig, Methylalkohol, Aceton, Phenol und Essigither. Sie 
schmolz unter 290°C nicht. 

Das Melanin aus dem Versuche mit Ringerscher Lésung zeigte 
auch ganz dieselben Eigenschaften. 

Mit dem Melanin versuchte ich verschiedene Operationen, wie 
Acetylieren, Benzoylieren, Reduktion und Oxydation, und konnte 
ich bis jetzt leider kein identifizierbares Produkt isolieren. Oxy- 
dation durch Wasserstoffsuperoxyd (3 proz. Lésung), wie sie C. New- 
berg"), O. Risser und P. Rona*) angewandt hatten, gelang auch hier, 
als ich etwa messerspitzenweise Melanin in 50 ccm Wasserstoffsuper- 
oxyd (3 proz. Lésung) 30 Stunden lang auf dem Wasserbade erwirmte. 
Jedoch war ich nicht imstande, eine definierbare Substanz unter 
den Oxydationsprodukten zu finden. 


1) C. Neuberg, Zeitschr. f. Krebsforsch. 8, 1909. 
*) O. Risser u. P. Rona, Zeitschr. f. physiol. Chem. 109, 16, 1920. 
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Versuch 4. 
Untersuchung iiber Meianinbildung aus einigen anderen Aminosiuren 
durch Bakterien. 

Es ist wiederholt angegeben worden, daB eine andere Aminosaure 
als 1-Tyrosin, z. B. |-Tryptophan, Prolin usw. zur Melaninbildung 
befahigt ist. So versuchte ich die Melaninbildung aus einigen 
Aminosiuren durch Bakterien in Ringerscher Lésung. 


Versuch mit l-Tryptophan. 

lg 1-Tryptophan wurde in 800ccm Ringerscher Lésung gelést, 
sterilisiert und mit Bakterienemulsion von fiinf Agarkulturen versetzt. 
Beim 45tagigen Aufenthalt im Brutschrank von 37°C wurde die 
Lésung immer schén rot. Das Aussehen war ganz anders als beim 
Kall mit 1-Tyrosin und verrat die Abwesenheit von Melaninbildung. 
Bei der Ausarbeitung des Reaktionsgemisches konnte ich kein Mela- 
nin isolieren. Ich bemiihte mich vergeblich, nach der Analogie des 
Tyrosins daraus die Indolessigsiure zu isolieren. Also in meiner 
Versuchsanordnung war es keine Melaninbildung aus |-Tryptophan 
in Ringerscher Liésung durch Bakterien nachweisbar. 


Versuch mit dl-Phenylalanin. 

H. Amatsu und M. Tsuji') isolierten d-Phenylmilchsiure bei der 
Einwirkung von Proteus vulgaris auf dl-Phenylalanin in glycerin- 
haltiger Nahrlésung mit Hendersonscher Phosphatmischung. Diesmal 
lie8 ich proteus vulgaris auf dl-Phenylalanin in Ringerscher Lésung 
einwirken. Ich arbeitete mit nur einem Kolben, d. i. 2g Phenyl- 
alanin. 45 Tage lang blieb die Lésung ganz klar und ungefarbt, 
daraus ich durch iibliche Isolierungsmethode wie bei Tyrosin 0,1 g 
schuppenférmige Kristalle zu isolieren vermochte. Nach Umkristalli- 
sieren aus Wasser schmolzen die Kristalle bei 75 bis 76°C, so da 
es sich héchstwahrscheinlich um die Phenylessigsiure handelte. 


Versuch mit l-Leucin. 

2g 1-Leucin in 800ccm Ringerscher Lésung gelist und sterili- 
siert. Nach dem Erkalten wurde die Bakterienemulsion aus fiinf 
Agarkulturen vereinigt und 45 Tage lang in den Brutschrank von 
37°C gestellt. Wihrend dieser Zeit war die Lésung immer klar 
und ungefairbt und zeigt somit, daB es keine Melaninbildung aus 
l-Leucin durch Bakterieneinwirkung in der Ringerschen Lésung gab. 
Durch weitere Behandlung konnte ich nichts daraus isolieren. 


1) H. Amatsu u. M. Tsuji, Acta scholae med. universit. imper. in 
Kioto, 2, 447, 1918. 
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Untersuchungen 
iiber den Mineralstoffwechsel bei Zuckerkranken. 


I. Mitteilung. 
Von 
Robert Meyer-Bisech und Paul Thyssen. 
(Aus der medizinischen Klinik Géttingen.) 


(Eingegangen am 29. November 1922.) 


Kine Reihe von Feststellungen, die auf dem Wege rein klinischer 
Beobachtung immer wieder bestitigt werden kénnen, deuten darauf 
hin, daB bei schwereren Fallen von Diabetes mellitus auBer der Kohle- 
hydratstoffwechselstérung auch eine Verinderung des Wasser- und 
Salzstoffwechsels vorliegt. So ist es z. B. eine nicht seltene Erscheinung, 
daB hyperglykamische Diabetiker, ohne daB Azidosis besteht und ohne 
daB Zucker im Harn gefunden wird, eine stark erhéhte Tagesdiurese 
von 3000 bis 4000 ccm haben. Diese Diuresesteigerung ist in der Regel 
durch eine Anderung der Nahrungszufuhr nicht zu beeinflussen. Ferner 
ist es eine seit langeren Jahren bekannte Tatsache, daB beim Diabetiker, 
besonders beim azidotischen, eine erhéhte Bereitschaft besteht, gleich- 
zeitig mit verabreichten Salzen, besonders Natriumsalzen, Wasser zu 
retinieren und Odeme zu bilden. Neuerdings berichtete Veil!) ittber 
Stérungen des Cl-Stoffwechsels bei einem Diabetiker. 

Andererseits hat sich gerade die Verabreichung von Salzen in 
Form von natiirlichen Mineralwissern in der Therapie des Diabetes 
immer wieder behauptet. Vor allem die giinstigen Erfolge, die Kuren 
mit Karlsbader Wasser mit sich bringen kénnen, gaben Veranlassung, 
den tieferen Ursachen dieses therapeutischen Effekts nachzuspiiren. 
Untersuchungen der neuesten Zeit [Paul Mayer?) u. a.] ergaben nun, 
daB beim hyperglykamischen Diabetiker durch Verabreichung von 
Karlsbader Wasser der Blutzuckerspiegel zum Sinken gebracht werden 
kann. Jedoch scheint diese Eigenschaft nicht nur dem Karlsbader 
Wasser zuzukommen; iltere Versuche von Elias und Weiss*) zeigen, 
daB intravenés gegebenes Mono- und Dinatriumphosphat ganz ahnliche 
Wirkungen zu entfalten pflegt. — 


1) 33. Kongre® fiir innere Medizin 1921, S. 284. et 
2) Deutsch. med. Wochenschr., Jahrg. 48, 8. 827, 1922. 
3) Berlin. klin. Wochenschr., 1921, Nr. 33. 
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So stehen wir der anscheinend paradoxen Erscheinung gegeniiber, 
daB beim Diabetiker einerseits eine Mineral- und Wasserstoffwechsel- 
stérung besteht, die unter Umstinden sogar zum Odem fiihrt, dab 
aber andererseits die diabetische Hyperglykimie durch die Verabreichung 
einzelner Mineralsalze giinstig beeinfluBt wird. Das Wesen der einen 
sowohl wie der anderen Feststellung ist uns heute noch véllig unklar., 
ebenfalls die Frage, ob sie fiir die Pathogenese der Zuckerkrankheit 
von Bedeutung sind. Nur so viel scheint aus ihnen hervorzugehen, 
daB beim Diabetiker irgend eine Stérung des Mineralstoffwechsels 
besteht. 

Der Gedanke, daB bei der urspriinglich unter rein organisch- 
chemischen Gesichtspunkten aufgefaBten pathologischen Physiologie 
des Diabetes mellitus auch Stérungen des lonengleichgewichts eine 
Rolle spielen kénnten, ist nicht ganz neu. Schon im Jahre 1913 vertrat 
Cohn") auf Grund von Feststellungen aus eigenen und fremden Unter- 
suchungen den Standpunkt, daB bei dem Diabetes mellitus das K- Na- 
Gleichgewicht im Sinne einer Verminderung des Na und einer Ver- 
mehrung des K gestért sei. Mit einem weiteren Kation, dem Ca, be- 
schaftigten sich neuerdings italienische Autoren?). Durch Belastungs- 
versuche glauben sie eine deutliche Stérung des Ca-Stoffwechsels im 
Diabetikerorganismus nachweisen zu kénnen. Die Frage der Anionen 
ist bisher wenig bearbeitet. 

In dem Bestreben, einen tieferen Einblick in das Wesen ciner 
nach den vorliegenden Untersuchungsresultaten sehr wahrscheinlichen 
Mineralstoffwechselstérung beim Diabetiker zu gewinnen, verfolgten 
wir zunachst den EinfluB eines in der Therapie des schweren Diabetes 
am meisten gebrauchten Salzes, des Natriumhydrocarbonats, auf die 
Blutzusammensetzung. 

In der Regel gingen wir in der Weise vor, daB wir den Patienten morgens 
nichtern zunichst Blut aus der Armvene und aus dem Ohrlippchen ent 
nahmen und sie dann 50 g Natrium bicarbonicum in 200 cem Wasser trinken 
lieBen; die Blutentnahme wurde danach nach 2 bis 8 Stunden, ferner am 
Abend des Versuchstages und endlich am Morgen des niachsten Tages 
wiederholt. Gleichzeitig wurde die Diurese gemessen; das Koérpergewiclit 
wurde tiiglich zweimal festgestellt. In dem dem Ohrlappchen entnommenen 
Kapillarblut wurden Erytrocyten in der Thoma-Zeissschen Zihlkammer, 
Hamoglobin im Sahlischen Hamometer, EiweiBgehalt mit dem Pulfrich 
schen Refraktometer, NaCl*) und Zucker nach den Bangschen Mikromethoden 
bestimmt. Von dem aus der Armvene entnommenen Blut wurde der eine 
Teil zur Bestimmung der Alkalireserve nach van Slyke in Natriumowxalat 
aufgefangen, im anderen Teil wurde nach Koagulation das abgeprebte 


1) Deutsch. med. Wochenschr. 39, 1930, 1913. 

2) Goldi und Puxeddu, Ref. Kongr. Zentralbl. 24, 117. 

3) Die gefundenen Cl-Werte sind in den Tabellen stets als NaCl be- 
rechnet. 
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Serum abgehoben und auf seinen Kalkgehalt nach de Waard sowie auf 
seinen Schwefelsiuregehalt nach einer von dem einen von uns an anderer 
Stelle!) angegebenen Methode analysiert. 


Die Ergebnisse sollen im folgenden kurz besprochen werden. Es 
kamen vier Falle von Diabetes mellitus und fiinf Normalfalle zur 
Untersuchung. 

1. Diabetes mellitus. 


Fall 1. Franz M., 36jahriger Mann. Einlieferung in die Klinik am 
2. Marz 1921 wegen eines in englischer Gefangenschaft in den Jahren 1917 
und 1918 entstandenen Diabetes mellitus schweren Grades mit leichter 
Acetonurie. Wiahrend des iiber ein Jahr dauernden Klinikaufenthalts war 
der Zustand wechselnd; zeitweise nahm die Azidosis bedrohliche Grade 
an. Im Frihjahr 1922 trat unter ausschlieBlicher Kohlehydrat-Fettdiat 
eine deutliche Besserung ein; es wurden nur noch geringe Mengen von 
Aceton und Zucker ausgeschieden. Versuche mit EiweiBzulage bewirkten 
stets sofortige Verschlechterung. 

Nachdem am 8. Juli 1922 eine einmalige Untersuchung des Blutes 
vorgenommen worden war, wurde am 24. Juli mit dem Versuch begonnen. 
Tabelle I zeigt, daB nach der Verabreichung von 30 g Natrium bicarbonicum 
am 26. Juli der Kalkgehalt des Blutes von 12,2 Proz.-mg auf 10,8 Proz.-mg 
heruntergeht, nach dreitigigem Aussetzen des Mittels findet sich am 
1. August wieder der Vorversuchswert von 12,3 Proz.-mg. Die tibrigen 
Werte zeigen keine wesentliche Verschiebung; nur am 29. Juli morgens 
findet sich gleichzeitig mit einem deutlichen Gewichtsanstieg eine Zunahme 
des Blutkochsalzgehalts. Die Bestimmung der Alkalireserve ergab, dai 
wahrend der ganzen Zeit eine Azidosis nicht bestand. Bei SchluB der 
Beobachtung war der Schwefelsiuregehalt des Blutserums auf iiber die 
Halfte des bei Versuchsbeginn gefundenen Wertes gesunken (Tabelle [). 

Fall 2. Franz Kurkov. 34 Jahre alt, Einlieferung am 15. Mai 1921. 
5 bis 6 Monate vor der Aufnahme stellten sich bei dem Patienten im An- 
schluB an eine fieberhafte Erkrankung unklarer Art starker Durst und 
fast unstillbarer Hunger ein. Die Beobachtung ergab Diabetes mellitus. 
Die Acetonurie war stets gering. Die Glykosurie verschwand durch Diat- 
behandlung; der Blutzuckerspiegel bewegte sich aber stets um 0,200%,. 

Am 31. Juli wurden zum erstenmal 50 g Natrium bicarbonicum per os 
gegeben. 24 Stunden spiter war der Gesamtschwefelsiuregehalt des Blutes 
(Sulfat- + Esterschwefelsiure) von 20,4 auf 39,8 Proz.-mg gestiegen, NaCl- 
und Zuckergehalt waren unverindert, der Ca-Spiegel zeigte eine leichte 
Abnahme. An diesem und an den folgenden Tagen entwickelte sich eine 
deutliche Wasserretention, die sich in Serumverdiinnung und Gewichts- 
zunahme auBerte. Die CO,-Kapazitit des Serums blieb unverandert. 

Am 8. August wurde der Versuch wiederholt. Dieses Mal konnte schon 
3 Stunden nach der Aufnahme von Natrium bicarbonicum eine deutliche 
Ca-Abnahme im Blute beobachtet werden, die bis zum Abend noch weiter 
zunahm und die bis zum Morgen des iiberniichsten ‘Tages wieder aus- 
geglichen war. Die Schwankung betrug 1,4 Proz.-mg. Der Gesamtschwefel- 
siuregehalt nahm zunichst wie beim ersten Versuch deutlich zu, spater 
jedoch wieder deutlich ab. NaCl im Blutserum blieb unverandert; der 
Blutzuckerspiegel stieg deutlich an. Die Hydramie war wie beim ersten 


1) Wolfgang Heubner und Robert Meyer-Bisch, diese Zeitschr. 122, 120. 
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Versuch deutlich, jedoch diesmal ohne gleichzeitige Gewichtszunahme. 
Die Alkalireserve im Blute stieg nach 3 Stunden von 62 auf 80° und 
sank allmiahlich wieder auf den Vorversuchswert (Tabelle I). 


Tabelle I. 





HS O, ‘ CO, 
Datum Gew. NaCl Zucker Ca Refr. Hb. Erythr. = Bemerkung 
freie geb. Ges. 


Fall 1. Franz M. Diabetes. 


8. VII. | — (41,6) 7,2 | 48,8\\0,56| 0337; — |7,72;—; —|— 
24, VIT. ry —| —| — 1/057) 0249! 122\722'~ — | 66 
25.vil. 593 — — — 087 0,262 — 785 84 537 — 
26, viz, || 584) — — — j067| 0260! — | —/| 96) 490| — | 30g Nadi 
60.3 
27, VIT. a ; 0.55 0.233 108 8.00 93 526 66 
28. VII, |e — — 086! 0190} —|7,87; —| —|— | awe Nedi 
20, VII. | oon — - 060 0.244 — 761 78 —|| 209 Nedi 
: 59,8 of car or 
30. VII, | oes — | — 0,57 0,219 7,24 85 
1, VOI. ens 185 08 193 058 0.207 128 750 — — 68 
Fall 2. Franz Kurkow. Diabetes. 

31. VII, = 198 06 204 0.59 0183 114 7.24 — — 66 

: 56,3 ; a ial 24 Stund 
1. VIII. | 56’ | 19,6 20,2 39,8 0,58 | 0,168 11,0) 7,03, — 68 ech 50¢ Nevbi 
2, vir. | S58). — — 060) 0164 — |651;— — — 
3. VII. es —_| —| — joer] esse! — {7s50e| —| - 
s. vill. ©79 334 3,1 365 061 0,213 122 7,29 75 5,52 62 %¢ Nabi 
Morgens i 
8. VILI. — 33,9 1,7 35,6 062 0,202 118 744 75 465 80 
Nach 3 Std. 


8. VILL. 57,5 313 29,1 60,4 0,62 0,243 108 694 70 437 73 
Abends 


9. VIII. —  —/| — |062! 0.230; — |655/ 70 | 427) — 


10. VIII. 20,2. 05 20,7 061 0,298 12,0 7,22 67 4,22 60 


Fall 3. - Anna J., 38 Jahre alt. Einlieferung am 5. Juli 1922. Vor 
3 Jahren Grippe mit groBem Durst und Kopfschmerzen. Spater wieder 
Wohlbefinden. Seit 6 Wochen hat Patientin standig starken Durst und 
heftigen Hunger; trotzdem nimmt sie dabei an Gewicht ab. Seit 14 Tagen 
Brennen an der Vulva; bei der Aufnahme bestand bei einer Zucker- 
ausscheidung von 5,5 %%, eine sehr starke Azidosis. Am 8. Juli entwickelte 
sich der Zustand des Coma diabeticum, CO,-Kapazitat des Serums am 
9. Juli 28%, Serumalbumen 8,05%. Unter Natrium bicarbonicum-Be- 
handlung besserte sich der Zustand sehr rasch. Am 9. August war der 








~ 
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Urin be. 100g Brot aceton- und zuckerfrei. Am 11. August wurden 50 g 
Natrium bicarbonicum per os gegeben. 2 Stunden nach der Verabreichung 
war der Gehalt des Blutes an Sulfatschwefelsiture wesentlich erhéht, der 
(Ciesamtschwefelsiuregehalt jedoch durch Abnahme der Esterschwefelsiiure 
deutlich herabgesetzt. Der Blutzucker nahm in dieser Zeit von 0,205. auf 
0,146°, ab. Der Ca-Gehalt blieb derselbe. Serumalbumen, Hb. und Ery- 
throcyten lieBen durch ihre parallele Abnahme das Bild der Hydramie ent- 
stehen Abends lagen der Gesamt- und der Sulfatschwefelsiiurespiege! 
wesentlich tiefer als vor dem Versuch. NaCl im Serum hatte deutlich 
abgenommen. Auch in diesem Falle zeigte der Ca-Gehalt eine zwar nicht 
sehr starke, aber deutliche Abnahme, die sich am Morgen des tibernaichsten 
Tages wieder ausgeglichen hatte. Blutzucker betrug wieder 0,220°,; von 
der anfanglichen Hydramie war nichts mehr zu merken. An den folgenden 
‘Tagen entwickelte sich jedoch unter starker Hydramie, unter Zunahme des 
Serum-NaCl und Gewichtszunahme eine starke Wasserretention, die erst 
vom 15. August ab allmihlich zuriickging. Die Alkalireserve im Blute 
stieg am Versuchstage von 62 tiber 74 auf 78°, und fiel am zweiten Nach- 
tage auf 53°, (Tabelle I). 

Fall 4. Anna Gr., 14 Jahre alt. Einlieferung am 17. August. Schwerer 
Diabetes. Trotz Diitbehandlung stets Glykosurie und Acetonurie. 





Tabelle II. 





Gew. HSO, CO. 
Datum 10, 8. NaCl Zucker Ca Refr. Hb. Erythr. ~~ Bemerkuny 
45,5 freie geb. Ges. fy 


Fall 3. Anna J. Diabetes. 


q LL VILL. 45.2 168 35.9 52.7 062 0.205 1197.03 75 489 62 
i Morgens 
ae HL. VUE = — 328 1,3 34,1 062 0,146 11,9 627 68 481 74 oh SOW Nei 
Bat 11, VEIT. 468 15.4 93 24,7 0,58 0,220 112 742 75 435 78 
Beas Abends a 
Bs 12, vit. | #87) — 0,62 0,217 7.03 69 4,89 
* if 47,3 
7m 13. VIII. ry : 12.0 6,64 65 441 53 
bh 14, VIII. my 0.65 0,245 — 7,03 70 4,20 
as 15. VILL. 463 — 0,65 0,233 7,50 73 4,50 
fd 
Fall 4. Anna Gr. Diabetes. 
‘ 23. VILL. as |, — 0680: 0340! — |698! 83 | 6,70 
24. VIII. 313 185 5,0 235 — 0,281/11,5 7,05 82 647 52 
& Morgens ; 
24. VITT. ~ 14,7 00 14,7 0,60 0,301 99 6,72 83 632 76 See sock 
24. VIII. 31,0 156 13 16.9 058 0345 116 668 76 4.73 58 ‘8 Nabi 
; Abends 
25. VILL. rts — — — 09/0320: — 642 82 522 — 
26, VILL. ors 16.8 08 17.6 0,59 0259 115 644 71 483 48 
Am 5. September Exitus im Coma. 
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Am 23. August Versuchstag. Die Blutschwefelsiiture nahm im Verlaut 
des Versuchs nicht sehr viel, aber deutlich ab; NaCl und Zucker schwankten 
nicht wesentlich. Dagegen senkte sich auch jetzt der Kalkspiegel deutlich, 
von 11,5 auf 9,9 Proz.-mg ab, hob sich jedoch bald wieder zur alten Hohe. 
Im Blute entwickelte sich eine deutliche Hydrimie, jedoch ohne Gewichts- 
zunahme. Die CO,-Kapazitat stieg von 52 auf 76°, und fiel dann wieder 
auf den deutlich unternormalen Wert von 48°,') (Tabelle I1). 

Zusammenfassend laBt sich tiber die vier besprochenen Fille 
folgendes sagen: 

Bei vier hyperglykiimischen Diabetikern, von denen nur einer 
eine Azidosis zeigte, bewirkte Verabreichung von 50g Natrium bicarbo- 
nicum ausnahmslos eine deutliche Herabsetzung des Blutkalkgehaltes. 
Der Schwefelsiiuregehalt veriinderte sich ebenfalls; wenn auch eine 
eindeutige Regel sich nicht ohne weiteres erkennen laBt, so erweckt 
doch eine genaue Betrachtung der Tabellen den Eindruck, da®B Natrium 
bicarbonicum, zum Teil nach voriibergehender Steigerung, letzten Endes 
eine Abnahme von Sulfat- und Esterschwefelsdure verursacht. Der NaCl- 
und Blutzuckergehalt zeigt nur geringe Schwankungen. — Letzterer 
nahm nur einmal, anscheinend unter dem EinflufS des genossenen 
Salzes, in deutlicher Weise ab. Es bedarf einer besonderen Betonung, 
daB in allen ausfiihrlich beobachteten Fillen — Fall 1 scheidet aus 
diesem Grunde aus — die Verabreichung von Natrium bicarbonicum 
eine Hydramie von kiirzerer oder laingerer Dauer bewirkt, zum Teil mit 
nicht unerheblicher Gewichtszunahme. 

2. Normatfille. 

Angesichts der eingangs angestellten Erwigungen war es natur- 
gemaiB notwendig, nachzuweisen, inwieweit die im vorstehenden mit- 
geteilten Veranderungen der Blutzusammensetzung, deren markanteste 
vor allem die Herabsetzung des Kalkspiegels war, als pathologisch 
und fiir den Diabetes mellitus charakteristisch anzusehen waren. 

Bei einer Reihe von nicht zuckerkranken Patienten wurde deshalb 
unter Einhaltung derselben Versuchstechnik in ganz analoger Weise 
der Einflu8 von Natrium bicarbonicum auf die Blutzusammensetzung 
nachgepriift. Das Ergebnis soll im folgenden kurz besprochen werden. 

Fall 5. Heinrich B., 42 Jahre alt. Einlieferung in die Klinik wegen 
rheumatischer Beschwerden im linken Bein. Innere Organe ohne Befund. 

Am 4. August wurden Patienten 50 g Natrium bicarbonicum niichtern 
verabreicht. Aus Tabelle II] geht hervor, da der Ca-Gehalt véllig un 
verandert blieb. Auch der Cl-, Zucker- und Schwefelsiuregehalt des Blutes 
zeigte keine Verainderung. Als einzige Folge der Salzzufuhr trat eine deutliche 
Hydraimie mit Gewichtszunahme, d. h. eine Wasseranreicherung des Orga- 
nismus ein, die am ersten und zweiten Nachtage von einem Ansteigen des 
Blutkochsalzspiegels begleitet war. Die CO,-Kapazitat stieg von 52°, unter 
dem EinfluB des Natrium bicarbonicum voriibergehend auf 70°, (Tab. IIT). 


') Am 5. September starb Patientin im Coma diabeticum. 
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Tabelle III. 
Hy SO, ai co 
Datum Gew. NaCl Zucker Ca_ Refr. Hb. Erythr. 2 Bemerkung 
freie geb. Ges. Of, 
Fall 5. Heinrich B. Normalfélle. 

3. VIII. 625 —' — — > —'0000 —|; —|' —' —i — 

4.VIII. — 290 1,1 30,1 0,60 0,129 11,4 7,05 78 538 52 

Morgens 

4.VIII. — 236 1,5 25,1 060 0,113 11,4 7,05 78 490 70 50g Nasbi 
2 Stunden 

4.VIII. 640 250 00 25.0 061 0,119 114 631 78 468 64 

Abends 

5. VIN. | fas — —  — 0,64) 0,006 | — 6,64) 72 5,13 | — 

e. vies, (5) _ | | _oesioni7 | — |7,14| 70 | 5,47 | — 

Fall 6. Friedrich M. 

18. VIII. — | 27,8 11.4 39,2'062'0,128 98) 7,01! 89 | 546 | 52 

Morgens 
18. VIII. — | 206) 88 29,4 0,61 0,133 | 9,7'7,72 911555 56 50g Nasbi 
2 Stunden 
18. VIIl. — 141 04 145 060 0,117 981657 — — = 62 

Abends \| 
20. VITT. | — 35,8 143/501 — — 98' — —! — | 62} 

Fall 6. Friedrich M., 28 Jahre. Rekonvaleszent nach Pneumonie. 





Zur Zeit des Versuchs bestanden iiber der linken Thoraxhilfte noch An- 
zeichen geringgradiger pleuraler Verwachsungen. 

Am 18. August Verabreichung von 50g Natrium bicarbonicum. Auch 
in diesem Falle blieb vor allem -der Ca-Gehalt des Blutes derselbe. Der 
an sich niedrige Wert von 9,8 Proz.-mg ist wohl auf die vorausgegangene 
Pneumonie zuriickzufiihren. Auch Zucker- und Cl-Gehalt blieben un- 
verindert. Dagegen nahm der Schwefelsiuregehalt des Serums am Versuchs- 
tage auf iiber die Halfte ab; bis zum iiberniichsten Tage stieg er jedoch 
wieder an und erreichte eine etwas iiber dem Vorversuchswert liegende Hohe. 
Das Blutserum zeigte wihrend des Versuchs eine deutliche Verdiinnung 
(Tabelle ITI). 

Fall 7. August H., 26 Jahre alt. Aufnahme in die Klinik am 28. August 
1922 wegen kombinierten Herzklappenfehlers. Zur Zeit des Versuchs be- 
standen keine Dekompensationserscheinungen. Auch hier bewirkte Natrium 
bicarbonicum keine Verainderung des Ca-Gehalts. Am Versuchstage nahm 
der Kochsalzspiegel des Blutes voriibergehend deutlich ab (Tabelle IV). 

Fall 8. Albert Pfl., 32 Jahre. Aufnahme wegen rheumatischer Be- 
schwerden. Kein sicherer pathologischer Befund. Auch hier blieb der 
Ca-Gehalt des Blutes wihrend der ganzen Versuchsperiode vollkommen 
konstant (Tabelle IV). 


Bei vier nicht diabetischen Kranken, die aus den verschiedensten 
Griinden die Klinik aufgesucht hatten, blieb also der Ca-Gehalt des 
Blutes nach Verabreichung von 50g Natrium bicarbonicum vollkommen 
unverindert. Der Schwefelsiuregehalt blieb einmal unverandert, ein 
andermal nahm er voriibergehend stark ab. In allen Fallen fand sich 
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Tabelle IV. 
H)SO, #8 
Datum Gew. ~~ NaCl Zucker Ca Refr. Hb. Erythr. ©. Bemerkung 
freie geb. Ges. 0 
Fall 7. August H. 
30. VIIL.|| — |— | — | — | 0,60! 0,119 | 11,6/ 9,11! 69 | 493 53 
Morgens 
30. VIIL. — |- — | 0,57 0,184 116 950 69 5,75 82 Wy Nabi 
3 Stunden 
30.VIII. — 0,57 0,193 115 888 69 466 65 
Abends 
31. VIIT. - - - — — — 956 71 — . 
1. LX. —_/i—_{]— — 062 0125 116 — — — = §8 
Fall 8. Albert Pil. 
11. IX. | 734 — — - - — - —' i —- — 
12. IX. |} 723) — — -|— — 112;'7,20 — 
Morgens 
12. EX. | — ~~ lb | ft — 11,1 666 — _ 50g Nabi 
2 Stunden 
IX. |} 72,3) — —- _ — /| 11,1) 7,09 
Abends aa 
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ferner eine wenige Stunden nach der Salzaufnahme manifest werdende 
Hydramie, die bald wieder zuriickging. 

Ein weiterer, in derselben Weise untersuchter Fall zeigte ein von 
allen bisher besprochenen in mancher Hinsicht abweichendes Ver- 
halten. 


Fall 9. Henriette H., 33 Jahre. Suchte am 23. August wegen Riicken- 
schmerzen die Klinik auf. Bei der Aufnahme fiel die Patientin durch ihr 
erregtes Wesen auf. Die Untersuchung ergab tiber der Herzspitze ein 
prisystolisches Geriusch; es fand sich jedoch kein weiterer Anhaltspunkt 
fiir einen organischen Klappenfehler. 

Schon wenige Stunden nach der Aufnahme von Natrium bicarbonicum 
am 26. August zeigte Patientin schwere Allgemeinerscheinungen. Brechen, 
Durchfall, Kopfschmerzen. Die Beschwerden dauerten bis zum Nachmittag 
an. Wie aus Tabelle IV hervorgeht, waren diese Symptome von einer 
Bluteindickung begleitet, die mit einer sicl auch auf die folgenden Tage 
fortsetzenden Gewichtsabnahme einherging. Gleichzeitig mit der Blut- 
konzentrationszunahme setzte eine Abnuahme des Ca-Gehalts ein, die sich 
bis'zum Abend fortsetzte und die auch am 30. August noch nicht wieder 
ausgeglichen war. Der Schwefelsiuregehalt des Blutes, der schon vor dem 
Versuch leicht erhéht war, nahm nachher bis zu dem fiir Serum ungewohnlich 
hohen Gehalt von 85,8 Proz.-mg zu. Die tbrigen Werte zeigten keine 
Veranderung (Tabelle V). 


Das Verhalten dieser Patientin nimmt vor allem dadurch eine 
Sonderstellung ein, da® bei ihr durch die Salzzufuhr eine zum mindesten 
mehrere Tage anhaltende Senkung des Ca-Spiegels eintrat. 

In dieser Beziehung unterscheidet sich der Fall von den _ be- 
sprochenen Diabetesfillen, bei denen sich der friithere Ca-Gehalt stets 
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Tabelle V. 





Hy SO, 
Datum Gew. NaCl Zucker Ca . Erythr 
freie geb. Ges. 


; CO, Bemerkung 


hi 
Fal! 9. Henriette 


25. VIII. 0.62 0.126 


26. VIII. 4 0,63 0,105 12,9 

Morgens 

26. VAIL. 0,61 0,149 121 j 76 50g Nabi 
3 Stunden 

26.VIII. — : , 5,8 062 0,130 11,5 

Abends 
7 OU 50,2 
27. VIII. 52.0 
50,9 
51,8 
50,7 
51,6 


0.62 0,144 


28. VIIL. 0,62 O125 11.5 


30. VITI. 11,8 


noch withrend der Versuchsperiode wieder einstellte. Auch insofern 
besteht ein Unterschied, als Fall 9 auf die Natrium bicarbonicum- 
Zufuhr mit schweren Allgemeinerscheinungen und Bluteindickung ant- 
wortete, wiihrend die Diabetiker, soweit sie ausfiihrlich genug beob- 
achtet werden konnten, ausnahmslos eine deutliche Hydrimie zeigten. 
Die Bedeutung dieser Abweichung ist noch vollig ungeklart. 

Das Wesentliche der mitgeteilten Beobachtungen liegt in der aus 
ihnen hervorgehenden Feststellung, daB im Blute des hyperglykdmischen, 
nicht azidotischen Diabetikers der Ca-Spiegel durch Zufuhr von NaHCO, 
voriibergehend gesenkt werden kann, wtihrend dies beim normalen nicht 
gelingt. 

Der Schwefelsiuregehalt des Diabetikerblutes erfaihrt gleich- 
zeitig, zum Teil nach voriibergehender Zunahme, eine deutliche Ab- 
nahme. Uber die BeeinfluBbarkeit des H,SO,-Gehalts des normalen 
Blutes laBt sich noch nichts Niheres aussagen, da die Versuche noch 
zu wenig zahlreich sind. Ungeklart ist auch der starke Schwefelsiure- 
anstieg bei Fall 9. 

In welcher Beziehung diese Ergebnisse zu der Pathogenese des 
Diabetes mellitus stehen, miissen weitere, noch nicht abgeschlossene 
Untersuchungen zeigen. 























Himolyseversuche in Alkali- und Erdalkalisalzen unter 
normalen und pathologischen Bedingungen. 


Von 
Kurt Beckmann. 
(Aus der medizinischen Klinik der Universitit Greifswald.) 
(Eingegangen am 2. November 1922.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Nach Hamburger steht der Austritt des Hamoglobins aus dem 
roten Blutkérperchen in einer direkten Abhingigkeit von dem os- 
motischen Druck der umgebenden Salzlésung. 


Er fand bekanntlich, daB die erste Rotfarbung in den verschiedensten 
Salzlésungen bei der gleichen molaren Konzentration auftritt. Die Unter- 
suchungen Hobers') ergaben im Gegensatz dazu, da bei nur geringem 
Grade der Hypotonie sich bei den Alkalisalzen gesetzmaBige Verschieden- 
heiten in der Wirkung sowohl der Kationen wie Anionen auf den Grad 
und Verlauf der Himolyse nachweisen lassen, die unabhangig von der 
molaren Konzentration sind. Die hierbei in der Wirkung auf die Himolyse 
aufgedeckte Reihenfolge der Kationen und Anionen erwies sich in der 
Folgezeit zum mindesten insoweit von Bedeutung fiir die Physiologie, 
als dieselben Reihen auch bei zahlreichen anderen physiologischen Vor- 
gangen eine Rolle spielen. Ihre Ubereinstimmung mit Beobachtungen 
iiber ahnliche Wirkungen auf die hydrophilen Kolloide, auf die Fallbarkeit 
von EiweiSlosungen usw. schienen in die physikalisch-chemischen Struktur- 
verhialtnisse in mancher Beziehung Einblick zu gewahren. 

Wiahrend nun die Salzempfindlichkeit der Erythrocyten von Mensch 
und Tieren unter der Einwirkung von Blutgiften im Reagenzglase von 
den verschiedensten Autoren [Miculicich*®), Port*) u. a.] untersucht wurde, 
fehlen Untersuchungen in dieser Richtung bei krankhaften Veranderungen, 
speziell bei Blutkrankheiten bis jetzt noch so gut wie véllig. In der An- 
nahme, durch Krankheiten hervorgerufene physikalisch-chemische Zu- 
standsinderungen der Erythrocyten durch die Salzempfindlichkeit nach- 
weisen zu kénnen, habe ich bei zahlreichen Erkrankungen, in erster Linie 
den ausgesprochenen Blutkrankheiten, die Wirkung der Kationen und 
Anionen von Alkali- und Erdalkalisalzen gepriift. 


1) Hoéber, Physikalische Chemie der Zelle und Gewebe. 1914. 
2) Miculicich, Zentralbl. f. Physiol. 24, 523, 1910. 
3) Port, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 99, 259, 1910. 


Biochemische Zeitschrift: Band 135. 

















318 K. Beckmann: 


GewissermaBen als Vorarbeit hierzu bedurfte die Frage einer 
Klarung, inwieweit die Gegensitze zwischen den Angaben Hamburgers 
von der aquimolaren Wirkung isotonischer Salzlésungen und den Be- 
funden Hobvers bei nur gering hypotonischen Salzlésungen tatsiichlich vor- 
handen sind. Zu diesem Zwecke untersuchte ich die gesamte Resistenz- 
breite unter quantitativer Bestimmung der Hamolyse in den ver- 
schiedensten Alkali- und Erdalkalisalzen. 


Methodik. 


Es wurden untersucht: NaCl, KCl, LiCl, RbCl, CsCl, BaCl,, SrCl,, 
CaCl,, MgCl, einerseits, KCl, K,80,, KBr, KJ, KNO,, KCNS anderer- 
seits. Durch Gefrierpunktsbestimmungen wurden von simtlichen Salzen 
genau isotonische Stammlésungen hergestellt. Den Ausgangspunkt bildete 
eine 1,002proz. NaCl-Lésung mit einem Gefrierpunkt von — 0,6200°. 
Die Abweichungen der iibrigen Lésungen von diesem /\ betrugen héchstens 
+ 0,0025°. Von diesen Stammlésungen ausgehend, wurden bei allen Kat- 
ionen und Anionen die entsprechenden Verdiinnungen hergestellt. Der 
Abstand zwischen den einzelnen Verdiinnungen betrug, wie tiblich, bei 
NaCl 0,02 %, bei den tibrigen Salzen die aquivalente Menge, so daB auch 
die Gefrierpunktserniedrigungen bei den einzelnen Verdiinnungen iiber- 
einstimmten. In den Kurven und Tabellen sind der Einfachheit und Uber- 
sicht halber die sémtlichen Lésungen auf Prozente NaCl bezogen. 

3 cem der entsprechenden Verdiinnung wurden in Zentrifugenréhrchen 
gegeben, die, dem Hamburgerschen Himatokriten ahnlich, nach unten 
kapillar verjiingt ausliefen und den Vorteil gaben, da die totale Himolyse 
schon makroskopisch einwandfrei abgelesen werden konnte. Nach Waschen 
der Erythrocyten mit isotonischer NaCl-Lésung oder in einigen Fallen 
mit isotonischer Na, 8O,-Lésung nach dem Vorschlag Hamburgers!) wurden 
von dem Blutkérperchenbrei mit Himoglobinpipetten genau abgemessene 
Mengen (je nach der Konzentration drei- bis fiinfmal 20 cmm) zugegeben. 
Gleichzeitig wurde eine Kontrollésung mit Aqua destillata in demselben 
Verhaltnis hergestellt. Nach einstiindigem Stehen bei Zimmertemperatur 
wurde zentrifugiert und dann durch Kolorimetrie des Hb-Gehalts der 
iiberstehenden Fliissigkeit im Autenriethschen Apparat (Kontrollésung 
= 100%) der Prozentgehalt der haimolysierten Erythrocyten bei den ver- 
schiedenen Salzkonzentrationen bestimmt [Brieger*)]. Dadurch lieB sich 
direkt quantitativ der Verlauf der Resistenzbreite ermitteln. 


Wie aus Tabelle I und II hervorgeht, findet sich nun keineswegs 
Ubereinstimmung der Hamolyse in den unter sich isotonischen Lésungen 
auch bei dieser Art der Versuchsanordnung. Es la8t sich auch hier 
eine deutliche Reihenfolge in der Starke der Himolyse innerhalb der 
verschiedenen zur Beobachtung gekommenen Anionen und Kationen 
erkennen, die unabhingig von der molaren Konzentration ist. Ein 
Bild tiber den genauen Verlauf der Hamolyse ergibt sich aus Abb. 1 
und 2 fiir Kationen und Anionen. In diesen sind Himolysekurven aus 


1) Hamburger, diese Zeitschr. 129, 163, 1922. 
*) Brieger, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 188, 397, 1920. 
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ner Tabelle I. Kationen. 
yers 
Be- Nr. 1 2 3 4 5 6 
rOr- | 
ns- NaCl . | 032—044 034—0,44 0,36—0,46 0,34—0,44 0,36—0,44 0,36—0,44 
KCl . . | 038—0,52 0,38—0,52 0,42—0,52 — 0,38—0,48 0,40—0.48 
er- | © od | °e— 0,46 0,38—0,50 0,38—0,48 — _ — 
RbCl . - 0,36—0,48 “= - 0,38—0,46 
CsCl. . _ = - | 0.34—0,40 0,34—0,44 
BaCl, . = il 0,32—0,40| — 
Ssrcl,. a — | 0,30—0,40 
' CaCl, . os — — 0,32—0,42 _ 
ly, MgCl, . — — 0,28—0,42 _ — 
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er- hes. os es ee) l= ~ 034—0,44 
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RE Se ae, — | 0,30—0,42 * - 
en 
fen verschiedenen Bestimmungen zusammengestellt, da es nicht médglich 
a war, simtliche Kationen und Anionen bei derselben Blutprobe durch- 
"ea zupriifen. Es sind jedoch méglichst solche Versuche in den Abbildungen 
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1 
- verwendet, bei denen dieselbe Grundresistenz fiir NaCl bestand. Aus 


Abb. 1 geht in Ubereinstimmung mit Tabelle I fiir die Kationen folgende 
Reihe hervor: 
Mg, Sr (<_) Ba << Cs << Ca, Na << Li< Rb<K. 
21* 
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Tabelle II. Anionen. 








Nr. 1 | 2 3 
ME fi wishes gies 0,38—0,48 | 0,42—050  0,38—0,48 
| as 0,40—0,50 | —~ | 0,38—0,46 
ee 0,42—0,54 | — | 0,38—0,48 
| | ee 0,28—0,36 | 0,26—0,38 | —_ 
2! ere — ' 040—0,48  0,36—0,46 
3). |: ee ~- | 0,40—0,52 0,40—0,52 


Maximale und minimale Resistenz stimmen fast véllig iberein. Der 
Verlauf der Himolysekurven zeigt bei Cs, Ba, Sr und Mg einen weniger 
steilen Abfall und eine etwas gréRere Resistenzbreite, als bei den ibrigen 
Kationen, ein Befund, der bei allen Versuchen in gleicher Weise 
hervortrat. 

Die untersuchten Anionen reihen sich folgendermaBen : 

80,<NO,;<C< Br(<)CNS< J. 

Der Abstand der Haimolysekurven von SQ,, in geringerem Mabe 

auch NO, von den iibrigen Kurven ist in Abb. 2 besonders deutlich. 
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AuBerdem wurden normale Erythrocyten auch in der Héberschen 
Anordnung mit schwach hypotonischen Salzlésungen untersucht. 
Auch hierbei wurden genau bestimmte Mengen von Blutkérperchenbrei 
zugegeben und der Grad der Himolyse durch Kolorimetrie kontrolliert. 
Auf diese Weise lieBen sich auch kleine Differenzen sicherer nachweisen, 
als mit der rein abschitzenden Methode nach drei Farbgraden. AuBer- 
dem wurden nie mehr als 0,7 proz. Kochsalzlésungen verwendet (bei den 
iibrigen Salzlésungen aquimolare Lésungen). Dies geschah haupt- 
sichlich aus dem Grunde, um rascher zu konstanten Werten zu gelangen. 
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Tabelle III. 
Erythr. Erythr. Erytbr. 
hamolysiert hamolysiert hamolysiert 
"lo a ' % 
20 | ae a 4 My, ho tol 67 
67 ee | 0 M La, en 100 
| 25 Cy 4 ee, Be 47 
| 54 | oe 0 oT ee 0 
12 | Pee 5. as 34 
cme... 85 
Reihe: ~Cs< Na< Li< Rb< K 


Mg, Sr< Ba, Ca 
80,<NO,< Br< CI< CNS< J. 


Ks zeigte sich namlich, daB bei zu langer Dauer der Versuche bakterielle 
Verunreinigungen und Faulnisvorginge, die sich nicht vermeiden lieBen, 
eine Stérung von wesentlicher Bedeutung verursachen. Wiahrend 
z. B. Chassin') angibt, daB& bei seiner Anordnung das Endresultat 
oft erst nach etwa 10 Tagen abzulesen war, ergab sich, daB bei 0,7 proz. 
Lésungen nach spitestens 40 Stunden véllige Konstanz eingetreten 
war. Bei zahlreichen Versuchen wurde die Himolyse dariiber hinaus 
bis etwa 120 Stunden beobachtet, ohne daB ein qualitativer Unterschied 
der Kationen- und Anionenreihe mehr nachweisbar war. Ein Beispiel 
eines derartigen Versuches nach 40 Stunden ist in Tabelle III wieder- 


gegeben. 
Aus allen Normalversuchen ging folgende Reihenfolge hervor: 
Kationen : Cs <> Na <> Li<> Rb< K 


Mg, Sr < Ba < Ca 
Anionen: SO, << NO, < Br <> C1<> CNS J. 

Diese Reihe fand sich bei 20 Normalen mit typischer RegelmaBigkeit. 
Abweichungen geringen Grades fanden sich nur hier und da zwischen 
je zwei benachbarten Kationen oder Anionen, die mit <> bezeichnet 
sind. Bei Waschen der Erythrocyten mit isotonischer Na, S O,-Lésung 
(Hamburger) wurde keine Anderung der Reihenfolge beobachtet. 

Aus diesen Versuchen geht mit Eindeutigkeit hervor, daB auch bei 
genauer Verfolgung der Hiimolyse iiber die ganze Resistenzbreite in 
den verschiedenen Salzlésungen dieselbe Reihenfolge zu beobachten ist, 
wie bei der Héberschen Anordnung mit schwach hypotonischen Lésungen. 
Es spielt also demnach nicht die Isotonie die Hauptrolle, sondern die 
spezifische Wirksamkeit der Anionen und Kationen. 

Nachdem auf diese Weise eine breite Grundlage beim Normalen 
geschaffen war, wurden die Erythrocyten bei krankhaften Zustinden 
in derselben Weise untersucht. 


1) Chassin, Dissertation Ziirich 1910. 
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Hoéber und Nast*) sprachen schon die Vermutung aus, da8 in Fallen 
einer pathologisch veranderten Blutkérperchenresistenz eine abnorme Salz- 
mischung in den entarteten Blutkérperchen in Betracht kommen kénne, 
die sich auf derartige physikalisch-chemische Weise nachweisen lassen 
muBte. Aus den friiher besprochenen Griinden war es nicht mdglich, die 
Resistenz bei einer Blutentnahme durch simtliche Kationen und Anionen 
zu priifen. Es wurde daher im allgemeinen zunichst die Reihenfolge in 
0,7 proz. Lésungen verfolgt und Auffilligkeiten dann im einzelnen durch 
genaue Resistenzpriifungen kontrolliert. 

Die starksten Verinderungen der Resistenz sind beim himo- 
lytischen Ikterus bekannt. Es schien danach méglich, daB die Ver- 
minderung der NaCl-Resistenz beim himolytischen Ikterus auf einer 
Anderung der Salzempfindlichkeit und der Reihenfolge der Kationen 
und Anionen beruhen kénne. Rosenthal?) hat diese Frage schon be- 
ziiglich der Anionen untersucht. Er fand hierbei keinen Unterschied 
in der Reihenfolge zwischen den resistentesten normalen menschlichen 
Blutkérperchen und denen des himolytischen Ikterus bei Priifung 
der maximalen Resistenz. Dagegen fand er bei Priifung der minimalen 
Resistenz eine teilweise Umkehrung der Reihe. Normalerweise fand 
er die Reihe: NO,, SO,<Cl<J << SCN, Br, beim himolytischen 
Ikterus die Reihe NO,<SO,< SCN, Br<Cl<J. Seine Normal- 
reihe unterscheidet sich von der in meinen Normalfillen gefundenen 
durch die Stellung von J, was vielleicht durch die von Rosenthal offenbar 
nicht ausgefiihrte Kontrolle der Lésungen durch die Gefrierpunkts- 
bestimmung erklirt werden kann. Rosenthal zog aus diesen Abweichungen 
den Schlu8, daB bei dem von ihm untersuchten Falle von himolytischem 
Ikterus nur die hydrophilen Kolloide der osmotisch schwiachsten Erythro- 
cyten eine von der Norm abweichende physikalische Struktur besitzen. 

Unter den von mir untersuchten Fallen (Tabelle ITV) befanden sich 
ein erworbener und zwei familiiire Formen von himolytischem Ikterus. 
Bei diesen lieB sich bei Anwendung der Héberschen Anordnung in der 
Reihenfolge der Anionen keinerlei Abweichung feststellen. Da dabei 
die Gesamtheit der Erythrocyten die ausschlaggebende Rolle spielt und 
sich der Einflu8 der minimalen Resistenz verwischt, steht dies in Uber- 
einstimmung mit den Befunden Rosenthals. Ganz anders fielen jedoch 
die Beobachtungen bei den von Rosenthal nicht untersuchten Kationen 
aus. Fat man nur die Alkaliionen ins Auge, so zeigt sich eine auffallende 
Konstanz zwischen den beiden familiiren Fallen. Die Reihenfolge ist 
gegen die Norm nahezu véllig umgekehrt. K und Rb wirken geringer 
hamolysierend, Cs und Li starker. Bei der erworbenen Form ist nur die 
Stellung von Rb veriindert, im iibrigen aber die Reihe wie beim Nor- 
malen. Ob dieser Unterschied im Sinne der in letzter Zeit mehrfach 


1) Héber und Nast, diese Zeitschr. 60, 131, 1914. 
2) Rosenthal, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 182, 129, 1920. 
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betonten prinzipiellen Verschiedenheit zwischen den beiden Krankheits- 





gruppen tiberhaupt verwertet werden kann, muB in Anbetracht der 
geringen Zahl von Fallen unentschieden bleiben. Auffallend ist ferner 
Tabelle IV. 
Kationen Anionen 


Hamolytischer Ikterus: 
I, Familare Form. 


1. <Rb<K, Na<Cs <Li | 80,<NO,, Br<Cl<CNS<J 
Sr <Mg<Ba <Ca 
<Rb< kK, Na<Cs< Li 
2. Ca, Sr, Ba< Mg $0,<NO,, Br<ClI<CNS<J 
II. Erworbene Form. 
1. Cs<Rb <Na<Li <K SO,<NO,<Br<CNS<Cl, J 


<Ba, Sr<Mg Ca 
Perniciédse Andmie: 
I. Mit Glossitis. 


1. <Na, K< Li< Rb<Cs 
Sr< Ba <Ca<Mg | CILNO,<CNS<S0O,<J<Br 
2. Lix<.Na<Cs, Rb, K NO,<Cl, SO,<Br, CNS, J 
<Mg< Ba<Sr~Ca 
3. Li <Rb<Cs <Na, K $0,< Br<N0O,<CI<CN S<J 
<Mg <Ba, Sr <Ca 
II. Ohne Glossitis. 
4. Li <K, Na, <Rb<Cs J SO,<NO,, CIC Br<CNS<J 
<Mg Ba, Sr <Ca 
5. Li, <Rb, Cs <K<Na Br<NO,< 80,<CI<CNS< J 
Mg <Sr <Ca, Ba 
6. Li, Rb<Na, K Cs SO,, Cl, Br NO,<J<CNS 
. <Sr, <Ba<Ca 
Chlorose: 
C's <Na, Li<K, Rb || 80,<Br<Cl<J 
1. BaxMg< Sr, <Ca 
2. Rb, Li<Cs<K<Na, 80,<N0O,<.Cl< Br< CNS<J 
Sr<Ca< Ba 
Ikterus: 
1. <Li<Na Cs< K< Rb || SO,< Br<Cl< J 
Ba, Sr, Mg <Ca, 
Pseudobanti: 
<Li <Na<Cs<Rb<K 
1. Mg, Ba <Ca< Sr CNS, NO,<S0,<Br<Cl<J. 
Uramie: 
1. <Na<Li<Cs<Rb<K | 80,<NO,<CNS< Br<Cl<J 
Ba, Sr, Ca, <Mg 
2. Rb, Li<Na, Cs K $O,<Br<Cl, NO,<CNS, J 
Mg<Sr, <Ca< Ba, 
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bei dem zweiten der familiiren Fille die geringe himolysierende Wirkung 
von Ca gegeniiber den beiden anderen, bei denen Ca an zweitletzter 
Stelle steht. Auch die teilweise ausgefiihrte Priifung der gesamten 
Resistenzbreite ergab die Bestatigung dieser mit der Héberschen An- 
ordnung gefundenen Reihenfolge. Bei den Kationen lieB sich dabei kein 
Unterschied zwischen minimaler und maximaler Resistenz nachweisen. 

Wihrend zwar bei der pernizidsen Animie die Resistenz der 
Erythrocyten gegen NaCl meist nicht erheblich verindert ist, lieBen 
sich doch bei dieser Krankheit am ehesten ausgesprochene Struktur- 
anderungen der Erythrocyten erwarten. Im ganzen wurden sechs Falle 
untersucht, die in Tabelle IV nach Hunter!) in zwei Gruppen eingeteilt 
sind: in Falle mit Glossitis, Hunters echte pernizidse Anamie, und in Fille 
ohne Glossitis, von Hunter als kryptogenetisch-septische Animie auf- 
gefaBt. Nach Tabelle IV findet sich hier bei drei Fallen, was die Anionen 
anbelangt, eine auffiallige Stellung des SO,-Ions. Wiahrend dieses in 
allen untersuchten Fallen bis auf eine spiter zu besprechende Aus- 
nahme an erster Stelle steht, also die geringste himolysierende Wirkung 
ausiibt, ist es in diesen bis zur Mitte der Reihe geriickt. Statt dessen 
steht Cl, NO, in einem Falle sogar Br an seiner Stelle. 

Starker sind auch hier wieder die Abweichungen bei den Kationen 
ausgepragt. Aus der zunichst regellos geindert erscheinenden Reihen- 
folge laBt sich jedoch zweierlei als charakteristisch herausschiilen. Ein- 
mal die besonders in Fall 2 ausgeprigte, aber auch bei allen anderen 
Fallen nachweisbare Umkehrung der Wirkung der Alkalien gegeniiber 
den Erdalkalien. Die letzteren himolysieren wesentlich starker, als 
bisher beobachtet, vor allem Ba und Ca. Zeigt doch z. B. in Fall 1 Mg 
die starkste Himolyse, wihrend es bei den Normalfillen die geringste 
aufwies. Zweitens fallt in fiinf von den sechs Fillen die iiberragende 
Stellung des Li-Ions auf, das am schwichsten himolysiert. Dies ist um 
so bemerkenswerter, als bei den Fallen von familiirem himolytischem 
Ikterus, der im allgemeinen doch ein der perniziésen Animie morpholo- 
gisch weitgehend ahnliches rotes Blutbild aufweist, gerade das Li-Ion 
am stirksten himolysiert und am Ende der ganzen Reihe steht. Sollte 
sich dieses Verhalten auch bei weiterer Priifung an gréBerem Material 
bestiitigen, so wire damit ein weiteres Unterscheidungsmerkmal bei 
klinisch differentialdiagnostisch schwierigen Fallen gegeben. Allerdings 
zeigt schon Fall 1 in Tabelle [V, da® die Li-Wirkung nicht immer so 
stark ausgepragt ist. 

Die beiden Faille von echter Chlorose, die untersucht wurden, zeigen 
untereinander sehr wenig Ubereinstimmung. Der zweite Fall zeigt 


1) Hunter, Brit. med. journ. Nr. 3194, 1922; zitiert nach Kongr.- 
Zentralbl. 28, 130, 1922. 
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ebenfalls ein Uberwiegen der Erdalkalien gegeniiber den Alkalien und eine 
auffallig geringe himolytische Wirkung von Rb gegeniiber der Norm. 
Der erste Fall weicht nur geringfiigig von den Normalfillen ab. Die An- 
ionenreihe ist nicht veriindert. Es laBt sich danach, schon bei der ge- 
ringen Anzahl von Fallen, nichts fiir Chlorose Charakteristisches aussagen. 

Bei sekundiren Animien lie} sich im Gegensatz zu den bisherigen 
Befunden keine Abweichung von der Norm feststellen. Ebenso nicht 
bei vier schweren Karzinomanimien. Daraus geht hervor, daf in 
klinisch zweifelhaften Fillen die Unterscheidung zwischen schweren 
sekundiren und hamolytischen Animien durch Bestimmung der 
Anionen- und vor allem Kationenreihenfolge méglich sein diirfte. 

Resistenzverinderungen in umgekehrter Richtung als beim himo- 
lytischen Ikterus sind bei starkem Ikterus mit Vermehrung der Gallen- 
siuren im Blute bekannt. Ein Fall von katarrhalischem Ikterus mit 
Bradykardie, Hautjucken und allerdings nur leicht vermehrter Resistenz 
zeigte nichts Auffilliges. 

Bei einem Falle von luetischem Pseudobanti mit starkem Milztumor 
und maBig starker Animie fanden sich in der Kationenreihe nur gering- 
fiigige Umstellungen einzelner weniger Ionen, die keine weiteren Schliibe 
erlauben. Dagegen besteht in der Anionenreihe, aihnlich wie bei den 
Fallen von perniziéser Animie, eine auffillige Stellung des SO,-Ions. 
An seine Stelle sind CNS und NO, geriickt. Aus folgenden Griinden ist 
dabei vielleicht an eine Einwirkung der Milz zu denken. Die Milzfunktion 
steht nach allem, was wir wissen, in einer wohl nicht abzulehnenden 
Beziehung zu Verinderungen der Erythrocytenresistenz. In diesem 
Sinne sprechen die Erfolge der Milzexstirpation beim erworbenen 
himolytischen Ikterus und die nach Milzexstirpation auftretende 
Resistenzvermehrung [Pel')]. Es erhob sich die Frage, ob diese 
Resistenzvermehrung ebenfalls auf einer Anderung der Salzempfindlich- 
keit beruhe. Hierauf gerichtete Versuche an milzexstirpierten Kanin- 
chen bestiatigten dies in der Tat. Bei einem Kaninchen, dessen Resistenz 
von 0,40 bis 0,56 °%, NaCl 2 Monate nach der Milzexstirpation auf 0,36 bis 
0,50 vermehrt war, ainderte sich die Himolysereihe folgendermafen : 


Kationen: 
vorher: rT "CS <Na < Rb < Li 
Mg < Sr < Ba < Ca 
2 Mon. nachher: Na ~Cs << Rb << Li< K 
< Ba << Mg < Sr < Ca 
Anionen: 


vorher: SO, <C1< CNS <NO,< Br<J 
2 Monate nachher: SO, < NO, <CNS< Cl <J < Br 


1) Pel, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 106, 592, 1912. 
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Die vermehrte Resistenz der Erythrocyten gegen NaCl erklart sich 
danach einfach durch die verinderte Stellung des Na-Ions innerhalb der 
Reihe. Bei einem zweiten jiingeren Tiere konnten 6 Monate nach der 
Milzexstirpation ebenfalls Anderungen der Reihenfolge, wenn auch nicht 
der genau gleichen Art beobachtet werden. 

Es erscheint danach méglich, eine der Ursachen dieser Anderungen 
der Salzempfindlichkeit der Erythrocyten analog diesen tierexperi- 
mentellen Befunden in Stérungen der mit dem himatopoetischen 
Apparat in Zusammenhang stehenden Organe zu suchen. Welche andere 
Organe auber der Milz in dieser Beziehung noch in Betracht kommen, 
bedarf erst noch weiterer Untersuchungen. 

Aber auch damit wiire noch keine endgiiltige Klairung erreicht. 
Auf welchem Wege die Veriinderung auch zustande kommen mag, 
letzten Endes ist sie doch nur durch die Zustandsiinderung der Erythro- 
cyten selbst bedingt. Aus den Beobachtungen geht hervor, da8 nur bei 
ganz gewissen Gruppen von Erkrankungen des Blutes derartige Ver- 
iinderungen auftreten. Selbst schwere Animien sekundirer Art weichen 
nicht von dem Normalen ab. Selbst rein morphologisch so fast iden- 
tische Blutbilder, wie bei der perniziédsen Animie und dem himolyti- 
schen Ikterus zeigen dagegen auffallende und bis zu einem gewissen 
Grade typische Unterschiede. 

Hoéber und Nast!) denken an einen Einflu8 der Binnensalze der Ery- 
throeyten, da sich bei den verschiedenen Tierarten sowohl nach den Hamo- 
lysereihen, wie nach den Untersuchungen Abderhaldens*) iiber den Phosphor- 
siure-, Kalium- und Natriumgehalt der Erythrocyten gleichartige Gruppen 
unterscheiden lassen. Ahnliche Untersuchungen, wie die Abderhaldens, 
fehlen bei Bluterkrankungen bis jetzt vollstiindig. Auch der indirekte 
Weg, durch Vergleich der Himolysereihen bei Krankheiten mit den Hamo- 
lysereihen von Tierarten, deren Erythrocyten von Abderhalden analysiert 
sind, Schliisse auf verinderten Salzgehalt der pathologischen Erythrocyten 
zu ziehen, schlug fehl. Es fand sich keinerlei Ubereinstimmung mit irgend 
einer der Hiamolysereihen von zehn verschiedenen Tierarten, die aus an- 
deren Uberlegungen heraus untersucht wurden. Obwohl damit an sich 
noch nichts bewiesen ist, muB doch die Frage der Bedeutung der Binnen- 
salze auf die erwahnten Verainderungen so lange zuriickgestellt werden, bis 
direkte Analysen dariiber vorliegen. 

Sin Moment, das in der reinen Kolloidchemie als besonders be- 
deutungsvoll in dieser Beziehung in den Vordergrund tritt, ist die 
elektrische Ladung der Kolloide. Ein geringer Zusatz von Lauge oder 
Saure kann die Reihenfolge der Wirksamkeit der Salzionen auf Kolloide 
von Grund aus andern. Nach Héber*) verliuft die Wirkung der Alkali- 
ionen auf die Fillbarkeit von HiihnereiweiB in der Reihenfolge: 


4) Lie. 
*) Abderhalden, Lehrb. der physiol. Chem., 2. Aufl. 
3) Hoéber, Beitr. z. chem. Physiol. 11, 35, 1907. 
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Cs << Rb << K < Na < Li bei saurer Reaktion, in der Reihenfolge: 
Li< Na < K < Rb < Cs bei alkalischer. Bei neutraler oder nahezu 
neutraler Reaktion, wie sie normalerweise von den Kérpersiften inne- 
gehalten wird, treten sogenannte Ubergangsreihen auf, wie sie z. B. die 
normale Himolysereihe auch darstellt. 

Bestehen nun bei den untersuchten Krankheiten Anderungen der 
Reaktion des Blutes, die Schliisse in dieser Richtung erlauben ? 

Die Angaben in der Literatur iiber Anderungen der Reaktion bei 
Blutkrankheiten sind verhaltnismaB®ig spirlich. Barr und Peters!) fanden 
bei drei Fallen schwerer Blutarmut die H-[onenkonzentration des arteriellen 
Blutes niedrig, die des venésen lag zwischen 7,32 und 7,38. Nach Evans?) 
wird im Tierversuch bei sekundirer Animie nach Blutung die Abnahme 
der Alkalireserve rasch durch gesteigerte renale Saureausfuhr kompensiert 
und dadurch die Anderung der Reaktion verhindert. Means, Bock und 
Woodwell*) fanden bei zwei perniziésen Aniimien die Reaktion nach der 
alkalischen Seite verschoben. Auch bei einem der von mir untersuchten 
Faille von pernizidser Aniimie (Nr. 6 in Tabelle IV) wurde die Reaktion 
des arteriellen Blutes bestimmt‘). p,,; betrug 7,49, war also deutlich alka- 
lischer als normal. Vergleicht man gerade bei diesem Falle die Reihe der 
Alkaliionen mit der oben angefiihrten Hdbers bei der Wirkung auf Hiihner- 
eiweiB, so fallt vor allem die Ubereinstimmung der beiden in Endstellung 
stehenden Ionen Li und Cs auf. Sollte sich die Beobachtung der ameri- 
kanischen Autoren noch weiter bestiitigen und die pernizidse Anamie 
konstant mit einer Neigung zu alkalischer Reaktion einhergehn, so lieBe 
sich in der Tat dadurch das gegen die Norm so auffillige Verhalten des 
Li-Ions mit groBer Wahrscheinlichkeit erkliren. 

Von diesen Gesichtspunkten ausgehend, wurde weiterhin in zwei 
Fallen von Uramie mit deutlicher Vermehrung der Wasserstoffionen- 
konzentration im Blute die Anionen- und Kationenreihe verfolgt 
(Tabelle IV). Bei dem ersten Falle betrug p, im Blute 7,30, bei dem 
zweiten 7,27. Bei beiden stimmt die Reihe nicht véllig mit der des 
Normalen iiberein. Es bleibt jedoch der gréBte Teil in derselben Richtung 
erhalten. Eine Ubereinstimmung mit den Befunden an Hiihnereiweib 
bei saurer Reaktion ist nicht zu erkennen. Dabei ist jedoch zu bedenken, 
daB die Reaktion nur in verhaltnismaBig sehr geringem Mabe nach der 
saureren Seite verschoben und noch weit entfernt von der dort in An- 
wendung gekommenen Aziditit ist. Immerhin ist es auffiallig, daB selbst 
hier Veriinderungen zu beobachten sind, wo morphologisch sich die 
Erythrocyten in nichts von normalen unterscheiden. 

Diese Beobachtungen lassen danach doch den SchluB zu, daB die 
Anderungen der Wirkung der Salzionen in einer in ihren Einzelheiten 


1) Barr und Peters, Journ. of biol. chem. 45, 571, 1921. 

2) Evans, Brit. journ. of exper. path. 2, 105, 1921; zitiert nach Kongr. 
Zentralbl. f. inn. Med. 21, 425, 1922. 

3) Means, Bock und Woodwell, Journ. of exper. med. 33, 201, 1921. 

4) Die Bestimmung verdanke ich Frl. Dr. Kil. Meier. 
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noch nicht genau definierbaren Weise eine Funktion der Blutkérperchen- 
ladung sind. Ob diese durch Anderung der Hamoglobinadsorption, die 
durch Biirkers') neues Oberflichengesetz der Himoglobinverteilung bei 
den verschiedenartigsten Erythrocyten in den Vordergrund geriickt ist, 
oder der Stromasubstanzen [Jodlbauer und Haffner*)| bedingt ist, 
dariiber laBt sich in Beziehung auf die pathologischen Erythrocyten zur- 
zeit noch nichts Eindeutiges aussagen. 


Zusammenfassung. 

Sowohl bei direkter Verfolgung der gesamten Resistenzbreite wie 
bei Untersuchung der Haimolyse in schwach hypotonischen Lésungen 
von Erdalkali- und Alkalisalzen in der Anordnung von Hoéber findet sich 
beziiglich der Anionen und Kationen dieselbe typische Reihenfolge der 
Haimolyse von folgender Art: 

Kationen: Cs <> Na <> Li<> Rb<K 

Mg, Sr << Ba < Ca 
Anionen: SO, < NO, << Br<>Cl<> CNS < J. 

Es spielen also nicht osmotische Einfliisse, sondern die spezifische 
Wirkung der verschiedenen Salzionen die Hauptrolle fiir das Zustande- 
kommen der Hiamolysereihen. 

Bei sekundiren Animien, vier schweren Karzinomanimien und 
einem Fall von katarrhalischem Ikterus fand sich keine Abweichung 
von der Norm. 

Bei himolytischem Ikterus und pernizidser Aniimie fanden sich 
dagegen bestimmte und offenbar bis zu einem gewissen Grade fiir diese 
Krankheiten charakteristische Anderungen. 

Bei einem Falle von Pseudobanti und zwei Fallen von Uriimie mit 
vermehrter H-Ionenkonzentration im Blute fanden sich ebenfalls Ab- 
weichungen geringeren Grades. 

Es spielt offenbar die Reaktion des Blutes und damit die elek- 
trische Ladung der Blutkérperchen eine Rolle fiir die Verainderungen 
der Hamolysereihen unter pathologischen Verhiltnissen. 


1) Biirker, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 195, 516, 1922. 
2) Jodlibauer und Haffner, ebendaselbst 179, 121, 1920; Haffner, eben- 
daselbst 196, 15, 1922. 














Beitrige zur Lichtabsorption des Himatoporphyrins. L.y} 
Von 
Kiko Goto aus Japan. 
(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitit Budapest.) 
(Eingegangen am 3. November 1922.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die Ausscheidung von Hamatoporphyrin oder dem Hamato- 
porphyrin ahnlichen Kérpern im Harne, die teils nach gewissen Ver- 
giftungen, teils in einer sogenannten kongenitalen Form auftreten, 
lieBen es, da der Nachweis dieser Kérper wohl hauptsiachlich auf der 
spektroskopischen Priifung beruht, als wiinschenswert erscheinen, 
die Angaben iiber die Lichtabsorption des Hamatoporphyrins in ver- 
schiedenen Lésungsmitteln einer Revision zu unterziehen bzw., wenn 
méglich, durch genauere zu ersetzen. Denn manche der alteren Angaben 
beziehen sich einfach auf mit konzentrierter Schwefelsiure behandeltes 
Blut; andere wohl auf Himatoporphyrin, das jedoch seinerzeit nicht 
in der Reinheit dargestellt werden konnte, wie dies heute méglich ist. 


Zu den hier beschriebenen Untersuchungen wurde Hiamatoporphyrin 
im groBen und ganzen so dargestellt, wie dies Willstdtter und Fischer) in 
ihrer Mitteilung beschrieben. Defibriniertes Pferdeblut wurde zentrifugiert, 
die mehrmals mit physiologischer Kochsalzlésung gewaschenen roten 
Blutkérperchen im gleichen Volumen Wasser aufgeschwemmt und durch 
Zusatz von Ather hamolysiert, die Oxyhamoglobinlésung im Scheidetrichter 
von Ather und Stromaschicht getrennt und durch Durchleiten von Luft 
vom absorbierten Ather befreit. 

In einem Rundkolben von 2 Liter Fassungsraum wurde | Liter Eis- 
essig, dem 5g Kochsalz zugesetzt waren, aufgekocht, der in schwachem 
Sieden erhaltenen Fliissigkeit etwa 350 ccm der Oxyhiamoglobinlésung 
durch einen Tropftrichter kleinweise im Verlauf einer halben Stunde hinzu- 
gefiigt, die Fliissigkeit noch 10 Minuten lang im schwachen Sieden erhalten 
und sodann im Verlauf von einer Viertelstunde mit 1 Liter Wasser ver- 
setzt. Nach 24stiindigem Stehen wird die Fliissigkeit mit Wasser auf das 
Vierfache verdiinnt, stehen gelassen, bis sich das Hiimin auf dem Boden 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 87, 146. 
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des GefaBes angesammelt hatte, die dariiber stehende Fliissigkeit mit den 
darin suspendierten feinen Haminkristallen weggegossen, der Bodensatz 
auf ein Filter gebracht, abtropfen gelassen, der Niederschlag am Filter 
mit Wasser so lange gewaschen, bis das Filtrat farblos ablief, mit Alkohol 
und mit Ather gewaschen und getrocknet. 

Aus dem so erhaltenen Hiimin wurde Hiimatoporphyrin mittels Brom- 
wasserstoffessigsiure bereitet: in einem Kolben, der auf 8 Tle. roten 
Phosphors 16 Tle. Wasser enthielt, lie3 ich durch einen Tropftrichter all- 
mahlich 100g Brom einflieBen und erwarmte, nachdem alles Brom ein- 
getragen war, mit einer untergestellten kleinen Flamme. Die dem Kolben 
entweichenden Gase wurden, um sie vom verfliichtigten Brom zu befreien, 
durch ein etwa 50 cm langes Rohr geleitet, das Bimsstein und angefeuchteten 
roten Phosphor enthielt, und in einer Vorlage aufgefangen, die anfangs 
mit Wasser, spiiter, als ich nicht mehr befiirchten muBte, daB der Eisessig 
in der Vorlage gefriert, mit einer Kochsalz-Eiswassermischung gekihlt 
wurde. In der so erhaltenen Bromwasserstoffessigsiure, die leicht gelblich 
gefirbt war und bei 0°C ein spezifisches Gewicht von 1,40 hatte, wurden 
die Himinkristalle bei Zimmertemperatur gelést. Dies ging wohl nicht 
so rasch, wie es Willstdtter und Fischer beschrieben, doch erhielt ich nach 
einige Stunden langem Schiitteln eine recht konzentrierte Losung, die 
mit der fiinffachen Menge Wasser verdiinnt und nach 3 Stunden filtriert 
wurde. Das Filtrat wurde mit einer konzentrierten Losung von essigsaurem 
Natrium gefallt, der gut ausgewaschene Niederschlag zwischen Filtrier- 
papier abgepreBt, in 96proz. Alkohol gelést und in Ather eingegossen. 

Nun habe ich nach Wéllstdtter und Fischer die atherische Lésung, 
um sie von Alkohol zu befreien, wiederholt mit Wasser gewaschen und 
versucht, das Hiimatoporphyrin aus der atherischen Lésung kristallisiert 
zu erhalten, was jedoch trotz vielfacher daraufhin verwendeter Miihe 
nicht gelungen ist. Zwei von den vier Praparaten, die den weiter unten 
zu beschreibenden Versuchen dienten, wurden auf die soeben beschriebene 
Weise bereitet; bei der Herstellung zweier anderer Praparate bin ich etwas 
anders vorgegangen (s. weiter unten). 


Die so hergestellten Priiparate wurden in 96proz. Alkohol gelést 
und der spektrophotometrischen Untersuchung in dem von Héri') 
seinerzeit verwendeten, nach Martens und Griinbaum modifizierten 
Kénigschen Apparat unterworfen. Beziiglich der Ausfithrung dieser 
Bestimmungen sei bloB so viel bemerkt, daB als Lichtquelle eine starke 
Metallfadengliihlampe verwendet wurde. Die Breite des Objektiv- 
spaltes betrug konstant 0,1 mm; auch der Okularspalt muBte langs des 
ganzen Spektrums unveriindert eingestellt bleiben, und zwar aus dem 
Grunde, weil er an diesem Apparat nicht mefbar verstellbar ist. Die 
Breite des Okularspaltes entsprach in dem gegen Rot gelegenen Spektral- 
gebiete etwa 15, in dem gegen Violett gelegenen etwa 6 up, Die Ablesungen 
wurden, namentlich wo es sich um die Feststellung der Maxima der 
Absorption handelte, in méglichst kleinen, an den tibrigen Stellen in 
gréBeren Intervallen ausgefiihrt. Die an je einer Lésung bestimmten 
Extinktionskoeffizienten wurden auf die einheitliche Konzentration 


1) Diese Zeitschr. 95, 266, 1919. 
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von 0,1%, also in sogenannte spezifische Extinktionskoeffizienten um- 
gerechnet und sind als solche in der Generaltabelle auf 8. 334 bis 339 
dieser Mitteilung enthalten. Sie wurden auBerdem auch als Ordinaten 
in ein Ordinatensystem eingetragen, in dem die Wellenlingen auf der 
Abszissenachse verzeichnet waren, und die Schnittpunkte zu Kurven 
vereinigt, die im Texte untergebracht sind. 

Die alkoholischen Lésungen der verschiedenen Priiparate wurden 
teils ohne jeden weiteren Zusatz, teils nach Alkalisierung mit konzen- 
triertem Ammoniak, teils nach Ansiuerung mit konzentrierter Essig- 
siiure bzw. mit Salzsiiure untersucht. 

Es kamen alles in allem vier Priparate zur Untersuchung: 

Prdparat I. Herstellung nach dem oben beschriebenen Verfahren, 
Konzentrationsbestimmung durch Eindampfen eines bekamnten 
Volumens der alkoholischen Lésung; die Konzentration betrug 0,140 °,. 

Préparat II. Herstellung und Konzentrationsbestimmung wie an 
Priparat I; Konzentration der Lésung 0,152 %. 

Préparat III. Die Lésung des Himins in Bromwasserstoffessigsiure 
erfolgte nicht wie sonst bei Zimmertemperatur, sondern in einem 
Wasserbad von 45°C; auf diese Weise entstand bereits nach 15 Minuten 
langem Schitteln eine recht konzentrierte Lésung; die Konzentration 
der untersuchten Lésung wurde durch Eindampfen eines bestimmten 
Volumens bestimmt und ergab sich zu 0,273 °%. 

Préiparat IV stammte von dein bei 45°C erhaltenen Praparat III 
ab, nur wurde an einem Teile derselben eine Umfallung wie folgt vor- 
genommen. Der mit Natriumacetat gefallte Farbstoff wurde im Vakuum 
iiber Schwefelsiure getrocknet, nachher wieder in 96 proz. Alkohol gelést, 
in Ather eingegossen, der Alkohol mit Wasser weggewaschen, die 
itherische Lésung eingedampft, der Riickstand in verdiinnter Salzsiiure 
gelést, mit einer konzentrierten Lésung von Natriumacetat gefaillt und 
weiter wie die iibrigen Priiparate behandelt. 


Beschreibung der Versuche. 

A. Héimatoporphyrin in neutraler (rein alkoholischer), in ammonia- 
kalisch alkoholischer und essigsaurer alkoholischer Lésung; unbelichtet 
(siehe weiter unten). Die alkoholischen Lésungen wurden teils ohne jeden 
Zusatz, teils nach Zusatz von konzentriertem Ammoniak, 20 zu 100, 
teils nach Zusatz von konzentrierter Essigsiure, 3 zu 100 untersucht. 

Alkoholische Lésungen von Hdmatoporphyrin verhalten sich, ob sie 
ohne jeden weiteren Zusatz oder nach Alkalisierung mit Ammoniak oder 
aber nach Ansduerung mit Essigsdure untersucht werden im Spektroskop 
gepriift, vollkommen gleich: sie zeigen die bekannten vier Absorptions- 
streifen. Aber auch bei der spektrophotometrischen Bestimmung ergab 
sich eine weitgehende Ubereinstimmung, wie aus Abb. 1, 2 und 3 hervorgeht. 
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Abb. 1. Neutrale alkoholische Lésung. 
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Abb. 2. Ammoniakalisch alkoholische Losung. 
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Abb. 3. Essigsaure alkoholische Lésung. 


So wurden die den vier Absorptionsstreifen entsprechenden Maxima an 
folgenden Stellen gefunden (die nachfolgend angefiihrten Wellenlaingen 
entsprechen jeweils der Mitte des betreffenden Spektralausschnittes) : 





1. Streifen 2. Streifen 3. Streifen | 4. Streifen 


uu“ uu uu pu 


Praparat I 619,7—618,7 568,5—567,8 5306 4973 
pare Bejpecen 618,7 568,5 | 5306 4976 
eung | ? ml 6207 5685 | 5306 4976 
In der ammo- { > I n. u.?) 565,7 531,1 n. u.?) 
niakal. Lésung | i IT 618.7 565.0 530.6 497,2 
In der essig- | P I 618,7 n. u.?) 530,6 497,2 
sauren Lésung | A 618,7 565,0 529.6 499.3 
Im Durchschnitt aller Praparate werden also gefunden die Stellen: 
In der neutralen Lésung. . . 619,5 568.4 530,6 497.5 
In der ammoniakalischen 
ara Be 565,83 530.8 497.2 
In der essigsauren Loésung . . | 618,7 565,0 530,1 497.2 


1) Praparat IV konnte hier nicht beriicksichtigt werden, da in seiner 
Lésung bloB je eine Ablesung ausgefiihrt wurde, und zwar an den vier 
Stellen, wo sich die Maxima der iibrigen Priparate befunden haben. 

2) Nicht untersucht. 
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General 
Spezifische Extinktionskoeffizienten alkoholischer 
Unbelichtet 
Spektral- neutral ammoniakalisch essigsauer 
ausschnitt 
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604,4—592,4 
602,7—590,9 
601,9— 590,1 
601,1— 589,4 
600,2— 588,7 
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596,7 — 585,4 
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592,0— 580,8 
589,8—578,8 
588,3— 577,5 
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I Il Ill 
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1,00 1,28 1,05 
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4,04 4,53 4,17 
4,10 _ _ 
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3,89 — — 
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174); — — 
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1,84 — — 
1,91 _ _ 
2,24 2,69 2,25 
3,74 4,43 4,08 
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— 8,49 8,00 | 
7,89 —_ _ 
7,96 — — 
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8,00 | — _ 
7,82); — | — 
7,71 | — | — 
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6,34 6,45 
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_ 8,43 
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General § tabelle. : 
10lischer f }{amatoporphyrinlésungen bei verschiedener Reaktion. hy 
Unbelichtet Belichtet Pt 
ammo- mittelst. ; 
sauer salzsauer neutral niakal. essigsauer salzsauer ig 
schwach sauer mittelstark sauer Stark sauer | 4 
Praparat -- Praparat Praparat||Praparat Praparat| Praparat Bis 
IV Praparat | Praparat | Praparat Praparat || Praparat Praparat IV a Se uo ov a 
I II I IT . II 3 
x 
2,97 0,646 0,679 1,47 4,18 a 
3,5) — 56 4,20 ; 
3,52 _ - 1,36 0,538 4 
341 #11 | - _ . 1,61) - : . 
2,44 2,70) 2,39 2,40) 2,52 2,61 4,45 a 
2,32 — — - - — 4 
2,48 4,47 4,99 5,74 5,73 6,20 6,16 a 5,30}, 1,72/ 1,13 5,52 ’ ¥ 
- 4,65 6,71 ~ - 4 
- 6,80 
4,82 — if 
_ — 7,20 - - - ~- ¥ 
4,97 - - -- - q 
—_ 7,42 — - - ii 
5,02 7,49 7,55 ~ a 
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— - 7,51 — - - — - - - — i 
5,00 7,18 = = i. " 
5,01 — 6,89 - — - ~ i 
— 6,04 — 7,14 6,93 : 8,20 7,42 iq 
5,10 6,09 6,73 6,70 -- 6,76 ~ - - — - i 
5,36 | 6,16 6,62 6,65 6,61 6,71 _ 9,82 8,07 6,77 6,52 
— 6,32 6,78 6,75 6,70 6,89 14,2 — _ - _ A 
— 6,87 - 7,04 — 7,25 | 16,1 11,3 — -— 7,00 of 
7,38 8,06 7,79 7,21 - 8,05 — 13,0 17,0 | 14,5 7,90 
le 4 a : at = a me 1 
~ — _ - — 14,9 - 18,4 — : ; 
- — 9,28 8,70 _ 8,86 — 14,5 18,8 16,3 9,30 
— — - — - - —_ 18,9 - 
9,22 _ ~ - _ ~ ~~ oa - 17,3 
_ 11,1 11,2 9,48 9,55 — 9,50 | 12,2 (16,9 18,8 17,4 10,8 
9,74 - — — _ — _ a 18,5 17,8 — 
— _ — - — — -— — _ 18,8 18,1 — 
9,75 - 12,8 _ 10,9 — 10,8 9,98 20,4 _ _ — 
22+ 
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Unbelichtet Belichtet 


on , ; ammo- = ' mittelst. 
salzsauer neutral niakal. essigsaucr salzsauer 


schwach sauer mittelstark sauer | stark sauer 


i - i} Praparat Priparat Praparat Praparat!| Praparat 
Praparat Priaparat| i Praparat || Praparat Praparat IV IV I ll IV 
I Il | |} I } II 


19,2. 18,5 
19,8 (19,1 
19,1 


11,1 — 
14,2 3,8 — 19,2 


15,4 


16,9 5,f 3,5 2 18,8 


19,3 
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20,7 
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16,9 
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Unbelichtet 


Spektral-« neutral || ammoniakalisch |} essigsauer 
i] 


ausschnitt 


| 
is > > > i > > | > > 
Praparat | Praparat Praparat | Praparat || Praparat Praparat | Praparat | Prapa:at 


I iI ea RE TT Il \ 
517,8—511,4 ~ : : : 6,35 
517,4—510,9 om . 6,45 - 
515,6 — 508,9 7,45 6,48 7,81 ne 7,91 8,06 
511,1—504,6 11,9 8,86 | 12,1 10,5 
506,4— 500,4 17,1 12,5 17,2 17,1 -- 
502,3—496,2 20,9 15,1 20,8 ; 20,5 16,8 17,2 
501,6—495,4 20,9 15,4 | 20,9 me a 
500,6—494,6 21,2 15,7 - 21,4 = 


500,2—494,2 21,2 21,1 21,29 21,0 17,5 | 16,9 
499,8—493,8 | 21,0 = ; Zz 
498,9—493,0 21,0 


498,1— 492,3 21,1 - - 20,0 16,8 15,2 
496,0— 490,2 — 14,8 18,7 Asi , 
494,0— 488,3 18,0 —~ - 17,1 16,6 13,5 12,5 


492,0—486,5 at 12,4 14,9 = - 
490,1—484,6 14,0 te sas ss 
488,1— 482,9 ah S — 
486,2—481,1 10,0 : 9,47 8,82 

482,8—477,5 7,93 . 4 . sn 


Es laBt sich also wohl sagen, da®B sich die ammoniakalischen und 
essigsauren Lésungen beziiglich der Stellen der Absorptionsmaxima 
identisch verhalten und ihnen gegeniiber in Normallésung die Ab- 
sorption am ersten Streifen um ein Geringes, am zweiten Streifen um 
etwa 3 up verschoben ist. 

Vergleicht man die Intensitat der Lichtabsorption der dreierlei 
Lésungen an den Stellen der vier Maxima, so ergibt sich folgendes. 
Die spezifischen Extinktionskoeffizienten betragen: 





| Am i Am Am } Am 

| 1.Max. | ILMax. | TIL Max. | IV. Max. 
In der neutralen { Priparat I 409 8 0l 13,1 | 212 

Lésung | ie Ill 4,17 8,38 11,9 21,1 

In der ammo- K I n, u.) 8,90 12,8 n, u.!) 
niakal. Lésung x II 4,57 8,75 12,8 21,0 
In der essig- { . II 3,75 9.88 13,0 17,5 
sauren Lésung | - IV 3,52 9,75 13,0 17,2 


Aus dieser Zusammenstellung ist ersichtlich, daB die Lichtabsorption 
a) in der neutralen und ammoniakalischen Lésung am IV. Maximum 
vollkommen gleich, am III. Maximum wahrscheinlich ebenfalls gleich, 


1) Nicht untersucht. 
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schwach saucer || mittelstark sauer | stark sauer 


Praparat Praparat 
I I 


4,95 


3,81 


Unbelichtet Belichtet 


ammo: || mittelst. 
salzsauer neutral | niakal || €Ssigsauer pee naa 

l I 
i] } 
ee ie | cn Mer 


| 


Praparat Priparat} Priperst Praparat Entguent 
] sf 3 I IV 


5,82 3,85 

5,03 3,72 - 3,61 10,4 7,14 4,50 
4,52 2.17 3,32 3,22 3,34 8,40 5,96 5,63 3,88 
3,94 2,88 7,40 3,32 
3,33 2,54 2,33 2,32 5,69 6,92 2.72 


5,73 | 6,82 


5,75 6,90 


hingegen am I. Streifen wahrscheinlich, am II. sicherlich in der ammo- 
niakalischen Lésung stiarker ist ; 

b) in der essigsauren Lésung ist die Lichtabsorption am ILI. Streifen 
so groB, wie in den anderen Lésungen, am II. Streifen gréBer, am I. und 
IV. Streifen weit geringer. 

B. Hématoporphyrin in neutraler (rein alkoholischer), in ammo- 
niakalischer und essigsaurer Lésung; belichtet. Wie unter A. ausgefiihrt, 
zeigen Priparat I und III in neutraler alkoholischer Lésung eine hin- 
reichende, stellenweise vorziigliche Ubereinstimmung, wihrend, wie aus 
Abb. | ersichtlich, Priiparat II am vierten nach Violett hin gelegenen 
Maximum sich abweichend verhalt, indem die Absorption hier eine 
weit geringere ist, als an den beiden anderen Priparaten. Fiir diese 
Erscheinung glaubte ich folgende Erklirung annehmen zu diirfen, die 
wie gleich gezeigt werden soll, sich als wichtig erwiesen hat. An Priparat | 
hat es 3 Tage mit 5 Beobachtungsperioden von je 2 bis 3 Stunden 
gedauert, bis die Ablesungen lings des ganzen Spektrums ausgefiihrt 
waren; dabei wurde, da auch die Schichtdicke der Lésung jedesmal 
geiindert werden muBte, die in der Beobachtungsréhre befindliche 
Lésung stets erneuert, und war eine und dieselbe Lésung nie langere 
Zeit hindurch dem intensiven Licht der Metallfadengliihlampe aus- 
gesetzt. An Priiparat Il muBte, da zufillig die richtige Konzentration 
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getroffen war, die Fliissigkeit in der Beobachtungsréhre nicht gewechselt 
werden; auch habe ich die Ablesungen im Verlaufe eines einzigen Tages 
unter Einschaltung bloB kurzer Erholungspausen innerhalb 12 Stunden 
ausgefiihrt. Wahrend dieser ganzen Zeit war die Lésung in der Be- 
obachtungsréhre dem Einflusse des intensiven Lichtes fast ununter- 
brochen ausgesetzt gewesen; dies hatte eine Verinderung im optischen 
Verhalten des gelésten Stoffes zur Folge. Die Anderung bestand darin, 
daB die Lichtabsorption in der Ndhe des violetten Endes des Spektrums 
die in der Abb. 1 ersichiliche Schwdchung erlitt. Da®B dem tatsichlich so 
war, geht aus dem Verhalten des Priaparates III hervor, an dem ich, um 
eben diese Verhiltnisse klarzulegen, die Beobachtung am _ violetten 
Ende des Spektrums begonnen habe. Da diese Lésung bis zur Zeit, als 
ich im Bereiche des vierten Streifens ablas, erst seit kurzem der Licht- 
wirkung ausgesetzt war, war die oben an Praparat II beschriebene 
Verainderung noch nicht weit gediehen, und als sie spiter einen héheren 
Grad erreicht hatte, war ich bereits in den gegen Rot gelegenen Spektral- 
bereich gelangt, in dem, wie ich zunaichst annehmen zu diirfen glaubte, 
eine Veranderung der Lichtabsorption auch in der belichteten Lésung 
nicht stattfindet. 

Diese Erfahrungen an Priparat II veranlaBten mich, die Wirkung 
einer langeren Belichtung auf Hamatoporphyrin, und zwar sowohl in 
neutraler, wie in ammoniakalischer und essigsaurer Lésung zu priifen. 
Ich habe daher die in die Beobachtungsréhren eingeschlossenen Fliissig- 
keitsl6sungen verschieden lange der Lichtwirkung der Metallfaden- 
glihlampe ausgesetzt und dann wieder eine spektrophotometrische 
Bestimmung vorgenommen. Und zwar dauerte die Belichtung 


an der neutralen Losung des Priparats IV... . . 12% Stunden lang 

+» >» @mmoniakalischen Lésung des Praiparats IV . 12 ak 45 

+» »» essigsauren Lésung des PriaparatsI..... 1 Stunde NS 
citreus “2 Stunden ,, 


9° °° 9 99 ”” ” 


Die Wirkung der Belichtung war eine so auffallende, daB sie bereits 
mit dem Spektroskope wahrgenommen werden konnte. Wie aus Abb. 1,2 
und 3 (in denen die betreffenden Kurven am Beginn und am Ende mit 
je einem ,,L‘‘ bezeichnet sind) ersichtlich, waren die dem ersten und 
vierten Streifen entsprechenden Maxima in der neutralen, in der ammo- 
niakalischen wie auch in der essigsauren Lésung vollkommen verschwunden, 
die Maxima hingegen, die dem zweiten und dritten Streifen ent- 
sprechen, wesentlich, ja zuweilen miachtig verstirkt und gleichzeitig 
etwas gegen ihre urspriingliche Lage verschoben. Wie die Verstirkung 
der Lichtabsorption, so war auch die Verschiebung der Maxima an 
den verschiedenen Lésungen durchaus nicht gleich. So war das 
Maximum: 





, 
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am 2. Streifen am 3. Streifen 


in der neutralen Lo- | 
sung des Prap. IV . | 
in der ammoniakal. | 
Lésung d. Prap. 1V_ | 
in der essigsauren 
Lésung des Priip. I 
in der essigsauren 
Lésung des Prip. II 


um etwa 7 wu rotwarts um etwa 10 uu rotwarts 
um etwa7 wu violettwarts ? 
verdoppelt um etwa 7 uu rotwarts 


umetwa7 uuviolettwairts um etwa 7 uu rotwiarts 


verschoben. 

In der ammoniakalischen Lésung des Priaparats [V weisen die 
Ablesungen leider gerade im Bereiche des dritten Maximums eine Liicke 
auf, so dafS$ die Zunahme der Lichtabsorption in diesem Gebiete aus 
Abb. 2 zwar klar hervorgeht, jedoch nicht angegeben werden kann, ob 
und wieweit dieses Maximum infoige der Belichtung verschoben wurde. 
Die Verdoppelung des zweiten Streifens in der essigsauren Lésung des 
Priparats | war auch spektroskopisch deutlich wahrnehmbar; merk- 
wiirdigerweise war jedoch von einer Verdoppelung an der essigsauren 
Lésung des Priiparats Il weder spektroskopisch, noch spektrophoto- 
metrisch irgend etwas wahrzunehmen. 

Ein definitives Urteil iiber die Folgen einer Belichtung von Ha- 
matoporphyrinlésungen laBt sich meines Erachtens auf Grund obiger 
Versuche nicht schépfen; hierzu hatte es einer weit gréBeren Zahl 
dieser tiberaus miihseligen Ablesungsreihen bedurft. Denn es ist ja 
durchaus méglich, daB beziiglich jeder einzelnen Lésungsart (neutral, 
ammoniakalisch, essigsauer) eine geeignete Belichtungsdauer gefunden 
werden kann (linger oder kiirzer als die oben angewendete), die dann 
an allen Losungen zu einer identischen Veranderung der Lichtabsorption 
und einer identischen Verschiebung der Maxima fiihrt. 

C. Hématoporphyrin in salzsaurer alkoholischer Lésung; un- 
belichtet. Die rein alkoholischen Lésungen der oben besprochenen 
Praparate I und II habe ich mit verschiedenen Mengen konzentrierter 
Salzsiure verdiinnt, und zwar: 


mit 3 Tropfen der konzentrierten Saéure zu 50 cem der Loésung, 
» sccm » * 9 ‘ae OE” Se 90 ” 


ete a > me ted TT oe vas eA 


wodurch die von mir in der Generaltabelle und in den Kurven als 
,schwach*, ,,mittelstark** und ,,stark sauer‘‘ bezeichneten Lésungen 
entstanden waren. Ihre spektrophotometrische Priifung ergab (Abb. 4) 
zwei charakteristische Streifen, deren Lage in allen Lésungen nahezu 
dieselbe war. 
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1. Streifen 2. Streifen 
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Im Mittel aller Versuche: 590.7 551,8 








Die Lage der Maxima ist also in allen Lésungen eine recht gleich- 
maBige; nicht so die Starke der Lichtabsorption an diesen Maxima. 
{s gab unter den oben angefiihrten Lésungen, deren Kurven auf kiirzere 
oder liingere Strecken dermaBen identisch verlaufen, daB es technisch 
unmdglich war, sie in der Abb. 4 unterzubringen; andererseits zeigen 
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Abb. 4. Salzsaure alkoholische Lésung. 


die Kurven, die in Abb. 4 abgebildet sind, stellenweise recht erhebliche 
Unterschiede, die keinesfalls Ablesungs- oder anderen Versuchsfehlern 
zugeschrieben werden kénnen. Man mu also annehmen, daf unter 
Einwirkung der Saure irgendwelche fortschreitenden Veranderungen im 
Farbstoffmolekiil, vielleicht intramolekulare Umlagerungen, vor sich 
gehen, die naturgemi® nicht in allen Lésungen mit der gleichen Ge- 
schwindigkeit ablaufen. Eine Abhiingigkeit dieser Umsetzungen von 
der Siurekonzentration war jedoch nicht zu erkennen. 
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D. Belichtete salzsaure alkoholische Lésungen. Diese Versuche 
wurden in derselben Weise, wie die unter B besprochenen ausgefiihrt, 
doch zeigte es sich, daB, wie aus Abb. 4 hervorgeht, die Kurve der be- 
lichteten Lésung sich von der der unbelichteten nicht mehr unter- 
scheidet, als diese selbst voneinander. In salzsauren Lésungen kommt 
es also unter Lichteinwirkung nicht zu den Verdnderungen, die in neutralen, 
ammoniakalischen und essigsauren Loésungen in so ausgesprochener W eise 
stattfinden. 

E 565,6 — 556,1 
E 541,4 — 533,7— 

Hiifner hatte an einer Reihe von Hamoglobingasverbindungen den 
Quotienten der Extinktionskoeffizienten an zwei bestimmten Stellen 
des Spektrums berechnet und auf diese Weise Werte erhalten, die fiir 
je einen des rein dargestellten Farbstoffs charakteristisch sind. 

Ich habe annihernd genau an denselben Stellen 565,6 bis 556,1 und 
541,4 bis 533,7 wp die Quotienten an den von mir oben besprochenen 
Lésungen des Himotoporphyrins berechnet und folgende Werte erhalten : 


E. Der Quotient 





Praparat | | Praparat I] | Praparat III | Praparat IV 


Neutrale Lésung . . . oe ao 1,31 1,35 
Ammoniakalische Lésung . ‘ 1,05 1,20 - 

Essigsaure Lésung (unbelichtet) . o os 1,06 
Schwach salzsaure Lésung .. . — 0,714 -- - 
Mittelschwach salzsaure Lésung . - 0,636 
Stark salzsaure Loésung. ... . 0,607 0,578 -- “= 


Nach den vorlaufigen Bestimmungen von Biirker'), die annihernd 
an derselben Spektralstellen ausgefiihrt wurden, hatte der genannte 
Quotient die Werte: 

in der alkoholischen Lésung 1,1 
os «69s |«=6Ssauren “ ae eee 


o_ 


1) K. Biirker, Tigerstedts Handb. d. physiol. Meth. 2 (1), 200. 








Beitrige zur Lichtabsorption des Haimatoporphyrins. II. 


Von 


Paul Hari. 
(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Budapest.) 
(Eingegangen am 3. November 1922.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


Vor etwa Jahresfrist ging mir von Herrn Primarius Univer- 
sitatsdozenten O. Hasenfeld in Budapest — dem an dieser Stelle bester 
Dank abgestattet sei — ein als himatoporphyrinhaltig bezeichneter 
Harn eines Patienten zu, von dem, da er sehr bald verstarb, nicht 
ermittelt werden konnte, ob er an einer sogenannten kongenitalen 
Porphyrinurie gelitten hatte, oder aber einer Intoxikation (Sulfonal, 
Trional usw.) erlegen war. Da die Frage der vielleicht verschiedenen 
im Harne vorkommenden himatoporphyrinartigen Koérper trotz neuerer 
eingehender Arbeiten noch immer nicht geklart ist, fiihrte ich an dem 
aus dem Harne isolierten Farbstoff spektrophotometrische Bestim- 
mungen langs einer méglichst groBen Strecke des sichtbaren Teiles des 
Spektrums aus. Anderen Methoden gegeniiber hat diese den Vorteil, 
daB mit ihrer Hilfe die Stellen der maximalen Absorption wahrscheinlich 
mit derselben Genauigkeit bestimmt werden kénnen, dabei jedoch die 
Lichtabsorption tiberall, an den Stellen der Maxima sowohl wie auch 
an den dazwischen gelegenen Strecken, zahlenmiBig, und zwar von 
jedem subjektiven Momente frei, bewertet werden kann. 

Die Untersuchungen wurden mittels eines nach Martens und 
Griinbaum modifizierten Kénigschen Spektrophotometers (groBe Be- 
leuchtungsvorrichtung) ausgefiihrt, iiber dessen Justierung und Kali- 
brierung ich an einer anderen Stelle!) berichtet hatte. Von der iiblichen 
Reduktion der aus den Ablesungen berechneten Extinktionskoeffizienten 
auf die einheitliche Farbstoffkonzentration von 0,1°,, also von der 
Berechnung der sogenannten spezifischen Extinktionskoeffizienten 
muBte ich Abstand nehmen, da die Konzentration der Lésungen weder 
durch vorangehendes Abwiigen des Farbstoffs, noch aber durch Ein- 
dampfen der Lésungen und Trockensubstanzbestimmung mit einiger 


1) Paul Hari, diese Zeitschr. 95, 266, 1919. 
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Aussicht auf Genauigkeit durchgefiihrt werden konnte. Um aber trotz- 
dem die in verschiedenen Serien erhaltenen Werte vergleichen zu kénnen, 
wurden die am roten Ende des Spektrums erhaltenen Werte einander 
ungefihr gleichgesetzt und alle iibrigen Werte im selben Verhiltnisse 


umgerechnet. Diese umgerechneten 


Werte sind insgesamt in einer 


Generaltabelle am Schlusse dieser Arbeit mitgeteilt, auBerdem wurden 
sie als Ordinaten in ein Koordinatensystem eingetragen, das die Wellen- 
langen auf der Abszisse enthalt. Die Schnittpunkte wurden zu Kurven 
vereinigt, die im Texte untergebracht sind. 


A. Alkoholisch-ammoniakalische Lésung. 


Der Harn wurde nach der Salkowskischen Vorschrift!) mit einer 
Mischung, bestehend aus gleichen Volumina gesittigter Barytlauge und 
einer 10 proz. Lésung von Bariumchlorid gefallt, der Niederschlag 
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Abb. 2. 


zweimal mit Wasser, einmal mit Alkohol gewaschen, mit Salzsiiure und 
Alkohol verrieben, das Filtrat mit Ammoniak iibersittigt, wobei ein 


rotbrauner Niederschlag entstand. 


Das schwach rot gefarbte Filtrat 


wurde spektrophotometrisch untersucht. 


1) E. Salkowski, H. 15, 294, 1891. 


1 
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Wie aus Abb. 1 und 2 ersichtlich, waren im Spektrum von Pri- 
parat I vier Absorptionsmaxima sichtbar, wie dies dem allbekannten 
alkalischen Hamatoporphyrinspektrum entspricht; in der Kurve von 
Praparat IIT sind blo& drei Maxima abgebildet, jedoch nur aus dem 
Grunde, weil hier die Untersuchung aus iuBeren Ursachen nicht iiber 
die Stelle 520 wu fortgesetzt werden konnte. Die Maxima befanden 
sich, wie aus nachstehender Zusammenstellung ersichtlich, annaihernd 
genau an den von friiheren Autoren bezeichneten Stellen. Insbesondere 
fiillt die stellenweise vorziigliche Ubereinstimmung zwischen Lewin, 
Miethe und Stengers und meinen Befunden auf. Die Maxima finden sich 
bei den verschiedenen Autoren an folgenden Spektralstellen : 





tyr Poop Schumm 2) Goto bos — a sm 
Praparat I Praparat III 
uu uu uu uu uu 
614 618.5 bzw. 619.5 | 619 616 616 
563 5665 ., 567 || 565 565 562 
535 542 » 540 | 531 536 535 
501 507 »  504,5)) 497 501 ? 


Vergleicht man die Kurvenin Abb. 1 und 2 mit den von Kiko Goto*) 
mitgeteilten, so ist eine weitgehende Analogie im Verhalten der Licht- 
absorption lings des untersuchten Spektrums nicht zu verkennen, ob- 
wohl an Gotos frisch untersuchten (unbelichteten) Lésungen die Licht- 
absorption am vierten Streifen erheblich stdrker ist als am dritten 
Streifen, in der von mir untersuchten Lésung geringer. Ich glaube nicht 
fehlzugehen, wenn ich diesen Unterschied der Einwirkung des Lichtes 
zuschreibe, der die Lésung wihrend der spektrophotometrischen Priifung 
ausgesetzt war. Denn aus Gotos | Jahr spiater ausgefiihrten Versuchen 
ging es hervor, dab die Lichtabsorption einer ammoniakalischen (sowie 
auch einer neutralen und essigsauren) Himatoporphyrinlésung im 
Bereiche des ersten und vierten Streifens unter Lichteinwirkung all- 
mahlich abnimmt, ja ganzlich verschwinden kann; eine Erscheinung, 
die mir zur Zeit, als ich diese Untersuchungen ausfiihrte, noch nicht 
bekannt war. 


B. Alkoholisch-ammoniakalische Lésung nach der Ubersiuerung 
mit Salzsiure. 
Da die ammoniakalischen Lésungen des isolierten Farbstoffs die 
Maxima anniahernd genau an den Stellen aufwiesen, die an der ammo- 


1) L. Lewin, A. Miethe und E. Stenger, Arch. f. d. ges. Physiol. 118, 
80, 1907. 

2) O. Schumm, H. 90, 1, 1914. 

*) Kiko Goto, diese Zeitschr. 135, 329, 1923. 
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niakalischen Lésung reinsten Himatoporphyrins beschrieben werden, 
andererseits auch keine Lichtabsorptionsmaxima aufweisen, die auf 
einen fremden Farbstoff hinwiesen, war zu erwarten gewesen, dal} die 
ammoniakalische Lésung mit Salzsiure iibersiiuert und spektrophoto- 
metrisch gepriift, sich wieder so verhalten wird wie die salzsaure Lésung 
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Abb. 3. Abb. 4. 


des reinen Himatoporphyrins. Zu meiner Uberraschung war dies jedoch 
durchaus nicht der Fall und weisen die in Abb. 3 und 4 abgebildeten 
Kurven die Maxima an Stellen auf, die von den Angaben friiherer 
Autoren wesentlich verschieden sind, wie dies aus nachfolgender Zu- 
sammenstellung hervorgeht : 





peg Rance Schumm2) Goto") _— 
Praparat I Priparat II 

Mu uu uu uu uu 
593 595 591 — 

571 574 — — 

550 552 552 559 559 
540 — —_ a - 

3g = - 528 524 
520 zs a 

510 ~~ a — 


1) I. cc. le — )LlLe. 
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a) Dem von den Autoren beschriebenen ersten, rotwirts gelegenen 
Maximum entsprechend fand sich bloB an Praparat I ein kleiner Buckel 
der Kurve bei etwa 595 uy; an Praparat III war auch hiervon nichts 
zu sehen; b) der von den Autoren um 572 uw herum_beschrieben« 
Streifen war tiberhaupt nicht vorhanden; c) der um 551 uy gelegen 
Streifen der Autoren ist um etwa 8 uw rotwarts, nach 559 up verschoben ; 
d) ein starkes Maximum fand sich an Préparat I bei 528 wu, an Pri- 
parat IIT bei 524 wy, also an einer Stelle, wo die iiberwiegende Mehrzahl 
der Autoren bisher kein Absorptionsmaximum gefunden hatte. [Nur von 
Ellinger und Riesser') ist in einem Falle von Trionalvergiftung unter 
anderen auch ein sehr schwacher Streifen bei 527 wu beschrieben. | 


C. Alkoholisch-salzsaure Lisung 
des durch Ammoniak erzeugten Niederschlags. 

Es ergab sich nun die weitere Frage, ob vielleicht nur die in Ammo- 
niak lésliche Fraktion des Farbstoffs die oben beschriebene Licht- 
absorption bei 528 bzw. 524 wu aufweist, wihrend der durch Ammoniak 
gefillte Anteil in salzsaurer Lésung sich so verhalt, wie das Hiimatopor- 
phyrin der Autoren, das in Salzsiure gelést, an dieser Stelle kein Ab- 
sorptionsmaximum hat ? 

Um dies zu entscheiden, habe ich den Niederschlag, der in der 
salzsauren Lésung der urspriinglichen Barytfallung durch Zugabe von 
Ammoniak entstanden war, wieder in salzsaurem Alkohol gelést und 
der spektrophotometrischen Untersuchung zugefiihrt; und zwar wurde 
von Priparat I sowohl eine schwach sauere, wie auch eine stark sauere 
Lésung angefertigt. Die Lichtabsorption dieser Lésungen ist durch die 
Kurven in Abb. 5 und 6 wiedergegeben. Als wichtigstes Ergebnis dieser 
Untersuchungen soll gleich hervorgehoben werden, dab das von mir oben 
neu beschriebene starke Absorptionsmaximum in beiden Lésungen des 
Praiparats I vorhanden war, und zwar bet 527 uu. (An einer ebenso 
behandelten Lésung von Praparat III, dessen Kurve ich nicht abgebildet 
habe, war dieses Maximum aus dem Grunde nicht nachweisbar, weil die 
Ablesungen an dieser Lésung aus auBeren Ursachen violettwarts blob 
bis gegen 542 up fortgesetzt werden konnten.) 

Es bestand jedoch auch beziiglich der tibrigen Maxima eine Uber- 
einstimmung zwischen diesen und den sub B. beschriebenen Lésungen ; 
indem weiter rotwirts ein starkes Maximum bei etwa 562 wu vorhanden 
war, noch weiter rotwirts ein relatives Maximum in Form eines Buckels 
der Kurve bei etwa 595 uu. (Allerdings war der Verlauf der Licht- 
absorption in den beiden aus Praparat I hergestellten Lésungen in- 
sofern ein ungleicher, als, wie aus Abb. 5 und 6 zu ersehen, in der 


1) Ellinger, Alexander und Otto Riesser, H. 98, 1, 1916. 
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schwicher sauren Lésung das violettwirts gelegene, in der stirker 
sauren Lésung das rotwirts gelegene Maximum das stirkere war.) 

Es hat sich also ergeben, daB die beiden Fraktionen des aus dem 
Harne isolierten Farbstoffs, nimlich der sub B. besprochene im Ammo- 
niak gelést verbliebene und dann angesauerte Anteil, und der sub C. 
besprochene durch Ammoniak gefallte und dann wieder in Salzsiure 
geliste Anteil sich, spektrophotometrisch gepriift, nahezu identisch 
verhalten, insbesondere aber, dab beide Fraktionen den bisher nicht 
heschriebenen Streifen bei etwa 527 uu aufweisen, 























so miissen folgende Méglichkeiten erwogen werden: 





Abb. 5. 
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Abb. 6. 


Fragt man nun danach, ob es auf Grund des von mir bei etwa 
527 wy aufgefundenen Maximums richtig ist, anzunehmen, daf der aus 
dem Harne isolierte Farbstoff von Himatoporphyrin verschieden ist, 


a) Es kann sich um Hamatoporphyrin handeln, das _ mittels 
des Barytverfahrens aus dem Harn isoliert, also nicht in chemisch 
Dann miiBte aber weiterhin auch 


reinem Zustande erhalten wurde. 
angenommen werden, daf die Verunreinigung in ammoniakalischer 
Lésung beinahe farblos ist, daher die Maxima des reinen Himatopor- 


phyrins auch in der unreinen Lésung beinahe unverindert bleiben; 
wihrend dieselbe Verunreinigung in saurer Lésung gefiirbt ist, daher 
einzelne Maxima des reinen Himatoporphyrins vermibt werden, dafiir 
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ein neues Maximum bei 527 wu auftritt. Diese Méglichkeit ist, ob 
zwar sie durchaus unwahrscheinlich ist, nicht ganz von der Hand zu 
weisen. 

b) Es war denkbar, daB im nativen Harn wirkliches Hamatopor- 
phyrin enthalten war, das jedoch wihrend der Isolierung mittels des 
Barytverfahrens eine derartige (vielleicht strukturelle) Veranderung 
erleidet, durch die das Absorptionsmaximum bei 527 uu hervorgerufen 
wird. Um in dieser Beziehung Klarheit zu erlangen, hat Herr Goto 
eines seiner reinen Haimatoporphyrinpriaparate, an denen er die in der 
vorangehenden Arbeit mitgeteilten Versuche ausfiihrte, in Lésung 
gebracht, mit etwas geléstem Phosphat versetzt und nun den Farbstoff 
regelrecht nach dem Barytverfahren wieder isoliert und die salzsaure 
Lésung des Farbstoffs vor und nach der Ammoniakbehandlung unter- 
sucht: von einem Maximum bei 527 wu herum war auch unter diesen 
Umstdanden nichts zu sehen. 

Nach allem dem kann also mit groBer Wahrscheinlichkeit an- 
genommen werden, dab der von mir untersuchte Farbstoff im Harne 

130 ‘ des erwihnien Kranken, 

| wenn auch dem Hamatopor- 
esi phyrin recht nahe stehend, 
dennoch mit Hdmatopor- 
phyrin nicht identisch war ; 
daB es also auch in diesem 
Falle folgerichtig ist, nicht 
von einer Hiamatopor- 
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zu entnehmen ist, waren 
an dem ammoniakalisch 
gemachten Harn drei der vier Maxima, die fiir die ammoniakalische 
Farbstofflésung charakteristisch sind, sehr deutlich zu sehen. 


Abb, 7. 
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Vergleicht man die Lage der drei im Harne aufgefundenen Maxima 


mit der Lage 


derselben in der ammoniakalischen Farbstofflésung, so 


ergibt sich, daB die beiden ersten derselben im Harne ziemlich erheblich 
violettwirts verschoben sind, eine Erscheinung, die, wie aus nach- 
stehender Zusammenstellung ersichtlich, bereits von Schumm!) be- 
schrieben wurde. 





Isolierter Farbstoff (Héri) 


Ammoniakalischer Harn Harn mit Kalilauge versetzt 
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Generaltabelle. (Fortsetzung.) 





Spektralausschnitt 
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Zur Kenntnis der Bedingungen der biologischen Wirkung 
der Réntgenstrahlen. 
III. Mitteilung?). 
Wirkung von Oxydationsmitteln auf die Empfindlichkeit. 
Von 
Eugen Petry. 
(Aus dem Zentralréntgeninstitut des Landeskrankenhauses Graz.) 


(Eingegangen am 6. November 1922.) 


In den vorhergehenden Mitteilungen wurde ausgefiihrt, daB die 
Ermittlung der Bedingungen der Réntgenreaktion durch geeignete 
Variation der Versuchsanordnung ein Mittel darstellt, um iiber diese, 
einer Erforschung auf anderem Wege derzeit noch ganz unzugiingliche 
Reaktion einige Aufschliisse zu gewinnen, und es konnte dies an zwei 


Beispielen — dem Einflu8 der StoffwechselgréBe und jenem des 
Hydratationsgrades auf die Empfindlichkeit — gezeigt werden. 


Zu den allerwesentlichsten Bedingungen von chemischen Reak- 
tionen, deren Kenntnis die wertvollsten Schliisse auf deren Wesen 
gestattet, gehért das Milieu, in welchem die Reaktionen ablaufen. 
Stellt doch das Studium des Einflusses von verschiedenartigen Zusitzen 
bei Reaktionen, die ihrem grobchemischen Verlauf nach bekannt sind. 
ein souverines Mittel zur Aufdeckung des feineren Mechanismus dar: 
um so eher laBt sich erwarten, daB mit Hilfe derartiger Untersuchungen 
auch bei dieser noch ginzlich unbekannten Reaktion gewisse Auf- 
schliisse zu gewinnen sein werden. Es schien mir daher lohnend, in 
systematischer Weise die BeeinfluBbarkeit der Réntgenschadigung 
durch Milieuainderungen zu _ priifen. 

Eine solche Fragestellung gewann durch die Ergebnisse meiner 
bisherigen Untersuchungen an Berechtigung: denn diese hatten gezeigt. 
daB das ausschlaggebende Moment fiir die Empfindlichkeit pflanzlicher 
Objekte deren chemische Zusammensetzung darstellt. Besonders wichtig 
erscheint dabei, daB auch jene starken Sensibilitiitsunterschiede, wie 


1) Siehe diese Zeitschr. 119, 23; 128, 326. 
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sie sich wahrend des Keimungsvorgangs in den Zellen eines und desselben 
Objekts im Laufe von Stunden ausbilden, als durch die chemische 
Zusammensetzung begriindet befunden wurden, da damit gezeigt war, 
dap eine kurzdauernde und gewif nicht allzu tief gehende Anderung der 
chemischen Zusammensetzung') einer Zelle mit wesentlichen Sensibilitats- 
unterschieden einhergehen kann. 

Nun sind photochemische Reaktionen, zu denen ja die Réntgen- 
schiidigung zufolge ihres niedrigen Temperaturkoeffizienten auch gehort, 
aber Vorgiinge, die nicht freiwillig verlaufen, also nicht ausschlieBlich 
durch die chemischen Spannkrifte des Systems betriebene Vorginge, 
sondern sie werden durch auBere Energiezufuhr (Lichtstrom) veranlaBt 
und auf Grund dessen hat man in ihnen vielfach (besonders auch in 
der radiologischen Literatur) Vorgange vorwiegend physikalischer Natur 
erblickt, fiir deren Ablauf ausschlieBlich die GréBe der vom System 
aufgenommenen Lichtenergie in Betracht komme. Wiirde dies den 
Tatsachen entsprechen, so waren diese Reaktionen nur durch solche 
Zusitze zu beeinflussen, welche die Lichtabsorption erhéhen. Damit 
steht jedoch die praktische Erfahrung der aktinischen Photochemie in 
Widerspruch, die eine Fiille von Einzelfillen ergeben hat, wo optisch 
unwirksame Zusiitze von ausschlieBlich chemischer Wirksamkeit sich 
als bestimmend fiir den Ablauf mancher Reaktionen erwiesen haben, 
und die nihere Erkenntnis des Mechanismus der Lichtvorginge hat 
gezeigt, daB bei diesen die chemischen Spannkrifte des Systems in 
hervorragendem und oft ausschlaggebendem Mae mitbeteiligt sind — 
was sich fiir viele Lichtreaktionen schon dadurch erweisen laBt, dab 
sie bei héheren Temperaturen auch ohne Lichteinwirkung freiwillig 
verlaufen kénnen; und der Ausbau der modernen theoretischen Photo- 
chemie lieferte denn auch reichliche Erklarungsméglichkeiten fiir die 
Beeinflu8barkeit photochemischer Vorginge durch chemisch wirkende 
Zusiitze : 

Schon die Abhingigkeit der Reaktionsfaihigkeit von der Form, in 
welcher eine Substanz in Lésung vorliegt (z. B. ausschlieBliche Empfind- 
lichkeit des ionisierten oder des in Komplexform vorliegenden Anteils), 
unterstellt die Lichtreaktionen von Haus aus dem Massenwirkungsgesetz 
und bringt mannigfache Méglichkeiten mit sich, durch Verschiebung des 
lonengleichgewichts mit Hilfe von Zusaétzen die Menge des an der Reaktion 
teilhabenden Anteils der Substanz, und damit auch den chemischen Effekt 
der Lichteinwirkung experimentell zu variieren [s. b. Roloff (3)]. Be 


deutungsvoller ist noch der Umstand, da8B die eigentliche Wirkung der 
strahlenden Energie zumeist in der Herstellung eines gleichgewichtartigen 


1) Uber die nachweisbaren Unterschiede in der Zusammensetzung mito- 
tischer und ruhender Kerne, welche méglicherweise der Sensibilitdtsdifferenz 
zugrunde liegen, s. Unna und Golodetz (1), |. ¢., 8. 330, und Tischler (2), 
l. «., 8. 44. 
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stationéren Zustandes besteht, der, ebenso wie rein chemische Gleich- 
gewichte, durch Zusaétze von chemischer Wirksamkeit beeinfluBt werden 
kann und daher die Moéglichkeit gewihrt, durch Entfernung eines der 
Reaktionsprodukte des Lichtvorgangs (mit Hilfe von rein chemischen 
Mitteln) das Gleichgewicht fortwiahrend zu verschieben und so die sonst 
stationar bleibende Lichtreaktion zu Ende laufen zu lassen. (,,Chemische 
Sensibilisierung’* der photographischen Platte durch halogenabsorbierende 
Stoffe, ferner vielfache gegenseitige Beeinflussungen der Lichtempfindlich- 
keit von Oxydations- und Reduktionsmittel durch gleichzeitige Anwesenheit 
des anderen Partners: z. B. Oxalsiure einerseits — molekwares Chlor 
oder Brom bzw. Mercurichlorid andererseits. ) 

Im Gegensatz zu all diesen Fillen, bei denen die Zusitze nur im 
stéchiometrischen Verhaltnisse wirksam sind und selbst durch die Reaktion 
verbraucht werden, gibt es noch reichlichere Fille, bei denen bereits Spuren 
des Zusatzes nach Art katalytischer Substanzen die Empfindlichkeit des 
Systeras zu beeinflussen vermégen. Fiir manche Faille konnte die Ursache 
davon darin gefunden werden, daB die Lichtreaktion selbst eine katalytische 
ist, d. h. auf dem Wege iiber einen im Lichte entstehenden chemisch wirk- 
samen Katalysator verliuft, der dann eben wie alle Katalysatoren durch 
Zusiitze fordernder oder hemmender Art sehr beeinfluBbar ist [Weigert (4) }. 

Vielfach stellt aber der katalytisch wirkende Zusatz selbst den Kata- 
lysator der Lichtreaktion dar; zumeist handelt es sich um induzierte Re- 
aktionen mit Ubertragung des atmosphiirischen (ohne den Zusatz minder 
wirksamen) Sauerstoffs (also um die Beeinflussung der Oxydationsgeschwin- 
digkeit eines Koérpers durch die gleichzeitige Anwesenheit eines leichter 
oxydablen, der dann den Schrittmacher der ganzen Reaktion abgibt), 
Vorgiinge, deren genauer Mechanismus oft unerforscht oder strittig ist, die 
aber in ihrem grobchemischen Verlaufe den ,,gekoppelten Reaktioneni mit 
Ubergang in Katalyse‘‘ der Dunkelchemie ahneln. Bei dieser letzteren 
Gruppe (Metallkatalysatoren, Farbstoffe) ist zwar der Zusatz haufig selbst 
lichtempfindlich. Das Wesen seiner Wirkung ist aber von seiner chemischen 
Beschaffenheit nicht zu trennen und es ist gewiB bezeichnend fiir die Auf- 
fassung der hier dargelegten Zusammenhinge, da nunmehr auch die 
Urtypen ,,optischer** Sensibilisierungen ihrem Wesen nach als durch die 
besonderen chemischen Eigenschaften des Sensibilisators veranlaBt erkannt 
werden konnten: so konnte die ,,photodynamische*‘ Wirkung der Fluorescein- 
derivate auf Fermente und Lebewesen durch Newberg und Galambos (5) auf 
chemische Eigentiimlichkeiten dieser Farbstoffe zuriickgefiihrt werden, und 
auch die Vogelsche Farbensensibilisierung der photographischen Platte 
erscheint heute nicht mehr als ein rein physikalischer Vorgang, als eine 
Durchbrechung des Gesetzes von Grotthus-Draper, sondern als ein besonderer 

durch die gleichzeitig bestehende Lichtempfindlichkeit des Sensibilisators 
komplizierter — Einzelfall von chemischer Sensibilisierung (staérkere Re- 
duktionskraft und dementsprechend stirkeres Chlorbindungsvermégen des 
belichteten Eosins) (Weigert). 

Diese Tatsachen erdffnen Ausblicke nach zweierlei Richtungen: 
erstens erscheint die Méglichkeit gegeben, diese Vorgiinge in der lebenden 
Zelle nachzuahmen und so auch einen im Organismus sich abspielenden 
lichtbiologischen Vorgang durch chemische Zusitze zu beeinflussen. 
Dadurch wird der Kreis der Sensibilisierungsméglichkeiten wesentlich 
erweitert: bei der bisher zugrunde liegenden Auffassung der Réntgen- 
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reaktion als eines vornehmlich physikalischen Vorganges etwa nacly 
Art einer Verbrihung kamen natirlich hauptsachlich die physikalische 
Absorptionsbedingungen beeinflussenden Sekunddrstrahler als Sensi- 
bilisatoren in Betracht. Die eben begriindete Auffassung der Licht- 
reaktionen als chemische Vorgange, auf deren Ablauf die chemischen 
Spannkrifte des Substrats und eventueller Zusitze entscheidenden 
Kinflu8 nehmen, berechtigt nunmehr, auch in den Kreisen der als 
chemische Beschleuniger von Lichtreaktionen bekannten Stoffe nach 
einem Réntgensensibilisator Umschau zu halten, in der Erwartung, 
daB es vielleicht gelingen kénne, einen der eben genannten Vorgiinge 
an dem photochemischen System der lebenden Zelle nachzuahmen!). 


Ein Zufallsbefund, den ich anlaBlich der Priifung des Einflusses der 
Atmungsgr6Be auf die Empfindlichkeit erhielt, stellt vielleicht bereits eine 
Erfiillung dieser Erwartung dar: ich fand mit Cyanprdaparaten vorbehandelte 
Keimlinge empfindlicher als die Kontrollen. Um so wichtiger erscheint es, 
durch systematische Untersuchungen zu priifen, ob es gelingt, weitere 
derartige Beeinflussungsméglichkeiten aufzudecken. 

Zweitens eroffnet sich uns aber noch die entferntere Méglichkeit. 
solche Versuchsanordnungen, ebenso wie es bei den friiheren Mitteilungen 
geschehen konnte, in den Dienst der Fragestellung nach der Art und 
Wesenheit der Réntgenreaktion selbst zu stellen. 

Freilich werden wir dabei auch besonders mit den bedeutenden 
Schwierigkeiten biologischer Milieuversuche rechnen miissen: die Grund- 
voraussetzung fiir das Gelingen der Versuche ist, daB es méglich ist, die 
Substanz in der fiir ihre Wirksamkeit notwendigen Konzentration (die 
eventuell durch ein Maximum laufen kann!) an Ort und Stelle (also an die 
Kerne der Meristemzellen) zu bringen. Dabei muf natiirlich auf dem Trans- 
port jede chemische Verinderung der Substanz, welche ihre Reaktions- 
fihigkeit stért, ausgeschlossen sein, und die Substanz mu8 an den licht- 
empfindlichen K6érper herantreten, festgehalten werden und eventuell noch 
bestimmte, fiir ihre Wirksamkeit erforderliche eigenen Bedingungen (z. B. der 
Wasserstoffionenkonzentration usw.) erfiillt vorfinden. Und all das mu 
sich noch im Rahmen des fiir das Gedeihen des Objekts Zutraglichen ab- 
spielen. Bedenkt man, von welchen unvorhersehbaren, scheinbaren Zufallig- 
keiten die Verteilung eines Fremdstoffes im Organismus beherrscht wird, 
so ergibt sich daraus, daf irgendwelche Schliisse aus negativen Zusatzbefunden 
nicht zuldssig sein werden. 

Aber auch im Falle eines positiven Befundes (einer nachweisbaren 
Beeinflussung der Reaktion durch einen Zusatz) liegen die Verhaltnisse um 
vieles schwieriger als bei einem in vitro angestellten Versuch, bei dem der 


1) Dabei diirfen aber chemisch wirksame Substanzen, welche zufallig 
aus schweratomigen Komponenten bestehen, nicht ausgeschlossen werden. 
Im Gegenteil zeigt ja gerade die aktinische Photochemie, daB die staunens- 
wertesten chemischen Lichtwirkungen durch solche K6rper vermittelt 
werden, denen aufer der chemischen Eignung auch noch die Fdhigkeit 
intensiverer Lichtabsorption zukommt, wie z. B. die fluoreszierenden Farb- 
stoffe! Wir werden daher auch hier ceteris paribus einer Substanz mit 
héherem Atomgewicht der Komponenten den Vorzug geben. 
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Zusatz zu einer reinen Lésung des lichtempfindlichen K6rpers erfolgt, und 
wo somit der positive Ausfall des Versuchs nur durch eine unmittelbare 
(wenn auch eventuell katalytische) Beteiligung des Zusatzes an der Reaktion 
zustande kommen kann, und daher ohne weiteres Riickschliisse auf deren 
Wesen gestattet. Das Plasma stellt hingegen ein aus zahlreichen verschieden - 
artigsten Stoffen aufgebautes, auch in physikalisch-chemischer Hinsicht 
auBerst uniibersichtliches, durch morphologische Differenzierungen noch 
besonders kompliziertes System dar, das durch die vielfachen und unklaren 
Stoff- und Energieumsetzungen des Lebensvorganges belebt ist. Solange 
wir aber nicht wissen, ob alle diese im Plasma gegebenen Stoffe, Zusténde und 
Vorgdnge nicht vielleicht in irgend einer Beziehung zur Réntgenreaktion 
stehen, kénnen wir auch nicht Sensibilisierungsbefunde ohne weiteres auf eine 
direkte und unmittelbare Einwirkung des Zusatzes auf die Reaktion selbst 
beziehen, da wir nicht ausschlieBen kénnen, daB die Wirkung eine indirekte. 
nur auf dem Umwege iiber einen der anderen Plasmabestandteile zustande 
kommt. 

Vor welchen Schwierigkeiten wir in einem solchen Falle stehen, wird 
sich am besten aus einem Versuch, das Zustandekommen der oben erwahnten 
sensibilisierenden Cyanwirkung aus dem sonstigen chemischen Verhalten 
der Substanz zu erkliren, ergeben. 

Zunachst wird man wohl auch hier an eine direkte Beeinflussung 
der Lichtreaktion selbst denken miissen, ganz besonders mit Riicksicht 
auf die bekannten chemischen EFigenschaften der Substanz, von denen einige 
dafiir in Betracht kommen kénnten: so vor allem ihre Additionsfahigkeit, 
welche die fiir Lichtvorginge so wesentliche Komplexbildung erméglicht, 
ihre groBe Reduktionsfahigkeit, ihre in der priaparativen Chemie benutzte 
Fahigkeit, synthetische Vorginge katalytisch zu beschleunigen, die Tat- 
sache, daB einige Cyanderivate lichtempfindlich sind (Bariumplatincyanur 
auch gegentiber R6ntgenstrahlen!) und selbst photochemische Zersetzungen 
anderer Stoffe (H,O, durch K, FeCy,) einzuleiten vermégen, sawie schlieBlich 
die sensibilisierende Wirkung der Blausiure auf Pflanzen gegeniiber akti- 
nischer Lichtwirkung (Czapek). 

Gerade von der Blausiure sind uns aber auch mehrere Wirkungen 
auf den Organismus und seine Bestandteile bekannt, von denen es nicht 
ohne weiteres auszuschlieBen ist, daB sie das Zustandekommen der von 
uns beobachteten Sensibilisierung vermitteln: 

1. Zunachst die lahmende Wirkung auf chemisch wirksame kolloidale 
Kérper; durch sie lieBe sich die Sensibilisierungswirkung erklaren, wenn 
man annimmt, daB im unbeeinfluBten Gewebe ein kolloidaler Hemmungs- 
kérper fiir die Lichtreaktion vorhanden ist. 

2. Erhéhung der Permeabilitaét und insbesondere des Quellungszustandes 
der Zelle, welch letzterer (s. IT. Mitteilung) eine Sensibilisierung bedingen 
k6énnte. 

3. Die Wirkung der Blausiure auf den Atmungsvorgang (Reaktions- 
koppelung zwischen einem Teilvorgang der Atmung und der Reaktion *). 


4. Wirkung auf die Atmungsfermente: Laihmung der Katalase bei 
Erhaltenbleiben der Peroxydbildung und der Peroxydase [Wo. Ostwald (7), 
l. c., 8.412, Anmerkung], welche zu Anhaufung von Peroxyden fiihren 
muB (Ostwald). Diese Méglichkeit gewinnt durch die weiter unten 8. 366 
bis 372 mitgeteilte sensibilisierende Wirkung von Hydroperoxyd an Wahr- 
scheinlichkeit. SchlieBlich kann 
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5. die Wirkung langer dauernder Behinderung der Atmung auf die 
Zusammensetzung des Substrats an und fir sich die Bedingungen der Reak- 
tion irgendwie andern [Zugrundegehen eines Hemmungsk6rpers oder Ent- 
stehen eines Katalysators durch den geainderten Stoffwechselablauf?) }. 

Die uns bekannten chemischen und pharmakologischen Eigenschaften 
der Substanz geben also reichlich Veranlassung, an die Moglichkeit einer 
mittelbaren Beeinflussung der Reaktion zu denken. Ahnliche Erwagungen, 
wie wir sie bei dieser in ihrer Wirkung auf das lebende Plasma zufallig gut 
studierten Substanz anstellen muBten, diirfen wir aber dann auch bei 
Substanzen, iiber deren Verhalten zu den Bestandteilen und Funktionen 
der lebenden Organismen wir zufallig weniger unterrichtet sind, nicht als 
iiberfliissig ansehen. Bei manchen Substanzen (z. B. bei den in dieser 
Mitteilung gepriiften Schwermetallsalzen) kamen dann noch ,,optische‘‘ 
Sensibilisierungswirkungen rohester Art (Sekundarstrahlenemission von 
der Nachbarschaft der empfindlichen Zellen aus) in Frage. 


Aus derartigen Betrachtungen ergibt sich also, daB wir auch einen 
positiven Befund nicht zu unmittelbaren Riickschliissen auf das Wesen 
und die Natur der Reaktion verwenden diirfen. 

Diese weitgehende Einschriinkung der Beweiskraft aller Ver- 
suchsergebnisse, deren wir uns von Anfang an bewuBt sein miissen, 
vermag gleichwohl nicht, die Berechtigung derartiger Versuche in 
Frage zu stellen. Denn, auch abgesehen vom eminenten Interesse der 
praktischen Réntgenologie am Sensibilisierungsproblem, muf uns immer- 
hin jeder positive Befund der Erkenntnis des Wesens der Reaktion néher- 
bringen, wenn.auch nicht unmittelbar, so doch dadurch, dap er be- 
achtenswerte heuristische Fingerzeige gibt, in deren Richtung dann Ver- 
suchsanordnungen von unmittelbarer Beweiskraft einsetzen kénnen. 

Zunichst wird iiberhaupt erst festgestellt werden miissen, ob die 
oben ausgesprochenen Erwartungen prinzipiell zutreffen, d. h. ob es 
gelingt, auf Substanzen zu stoBen, welche in reproduzierbarer Weise die 
Empfindlichkeit von Keimlingen in positivem oder negativem Sinne beein- 
flussen, ohne daB das Atomgewicht ihrer Komponenten die Wirkung auf 
rein physikalischem Wege zu erkldren imstande wire, ob also die 


1) Versuche, diese verschiedenen Méglichkeiten durch Ersatz der be- 
treffenden Wirkung der Cyanpriparate durch entsprechend wirksame 
andere Substanzen experimentell zu priifen, verliefen ergebnislos. Es 
konnte weder durch die Permeabilitaét beeinflussende Mittel, noch durch 
den Quellungszustand erhéhende Zusiétze (Lithiumchlorid 1°/,,) noch 
durch Zusatze, welche erfahrungsgemiB Fermente bzw. kolloidale wirksame 
Korper ahnlich beeinflussen wie HCN (Natriumsulfid, Natriumsulfit, 
Nicotin) eine sensibilisierende Wirkung erzielt' werden. 

Die einzige Analogie zur Cyanwirkung stellen (abgesehen vom spater 
ausfiihrlich beschriebenen H,O,) Versuche dar, in denen ich 20 Stunden 
in sauerstofffreier Atmosphire gehaltene Weizenkeimlinge nach ihrer 
Rickkehr in atmospharische Luft wesentlich empfindlicher fand als die 
Kontrollen. Vielleicht ein Beweis fiir die in Punkt 5 angedeutete Erklarungs- 
moglichkeit der Cyanwirkung ? 
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Empfindlichkeit eines Objekts durch kurzdauernde pharmakologische Beein- 
flussung von rein chemischer Wirksamkeit verdnderbar ist. Im konkreten 
Falle handelt es sich also vornehmlich darum, ob es gelingt, eine 
Parallele zu unserem Cyanbefunde aufzufinden, welche beweisen wiirde. 
daB es sich bei diesem nicht um einen ganz exzeptionellen Einzelfall 
handelt. 


In der vorliegenden Untersuchung habe ich zunachst die Beein- 
Hlupbarkeit der Empfindlichkeit von Keimlingen durch Oxydationsmittel 
geprift. Da die Mehrzahl der aktinischen Lichtkatalysatoren diesen 
Koérperklassen angehért, war dies wohl die nichstliegende Frage, um so 
mehr, als ja gerade die photochemischen Zersetzungen von Korper- 
bestandteilen auf Ladungsiinderungen beruhende Reaktionen darstellen 
(Metallkatalysen von Neuberg (8), ,,photodynamische Wirkungen der 
fluoreszierenden Farbstoffe, katalytische Wirkung von Hg(Cl, auf 
organische Saiuren usw.) und da vor allem auch die Lichtschidigungen 
belebter biologischer Objekte (Downes und Blunt (9) unter Sauerstoff- 
heteiligung verlaufen. Ja, auch in der sparlichen réntgenphotochemi- 
schen Literatur gibt es einen Befund, der fiir das Bestehen von Be- 
ziehungen der Roéntgenreaktion zu den genannten photochemischen 
Oxydationsreaktionen sprechen kénnte, namlich die von G. Schwarz (10) 
entdeckte Kompressionsdesensibilisierung der Haut. Wenn nun beim 
Zustandekommen dieser Erscheinung eine Beteiligung von Differenzen 
im Austausch geléster fester Stoffe auch nicht auszuschlieBen ist, so 
kommt dafiir der Gaswechsel schon wegen seines Umfangs und wegen 
der Geschwindigkeit des Austauschs und Verbrauchs weit eher in 
Betracht. Da der Schwarzsche Befund wohl") nicht anders gedeutet 
werden kann, als da®B bei kurzdauernder Unterbrechung der Blut- 
zufuhr die Milieubedingungen der Reaktion eine die Empfindlichkeit 
herabsetzende Anderung erfahren, so besteht die Méglichkeit, dap dis 
an die verschiedenen Phasen des Gaswechsels (Sauerstoffaufnahme, Sauer- 
stoffverbrauch und Kohlensiureabgabe) gebundenen Milieudinderungen 
des Zellsubstrats entscheidenden EinfluB auf die Empfindlichkeit der 
Gewebe besitzen, sei es daB im erstickten Gewebe ein Hemmungskoérper 
angereichert ist, oder daB bei der Erstickung gewisse durch den Sauer- 
stoffzutritt gegebene, die Lichtreaktion férdernde Momente in Wegfall 
kommen, welche entweder in einer Koppelung der Lichtreaktion an 
irgend einen Teilvorgang des Verbrennungsprozesses der lebenden 
Substanz bestehen kénnten oder in einer férdernden Wirkung mole- 
kularen oder im Gewebe aktivierten (peroxydartigen /) Sauerstoffs. 


1) Siehe I. Mitteilung 8S. 35, und II. Mitteilung 8. 342. 
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Diese Uberlegungen lieBen die Gruppe der Oxydationsmittel als 
besonders geeignetes Beispiel erscheinen, um der Frage nach der Be- 
einfluBbarkeit der biologischen Réntgenreaktion durch Milieuénderungen 
von chemischer Wirksamkeit naher zu treten. 


I. Zur Versuchsmethodik. 

Der Versuchszweck, Beeinflussungen der Empfindlichkeit be- 
strahlter Objekte durch vorherige Zusitze nachzuweisen, schien mir, 
angesichts der Unsicherheit beziiglich der Verteilung der Zusitze in der 
ganzen Pflanze, zu fordern, sich dadurch optimale Bedingungen zu 
schaffen, dap die Wirkung der Bestrahlung an dem mit der Lésung in 
innigste Beriihrung gelangenden Teile der Pflanze, der Wurzel, verfolgt 
werde. Es war also Beobachtung der Pflanzen in Wurzelkulturen not- 
wendig und auberdem waren einige die optischen Bedingungen der 
Strahlenabsorption betreffende Momente!) bei den Versuchen zu be- 
riicksichtigen, die dadurch notwendig wurden (s. weiter unten). 


Sonst schloB sich die Versuchsmethodik eng an die in den friiheren 
Mitteilungen (besonders I.) beschriebene an, sowohl was die 8S. 28 bis 29 
beschriebene allgemeine Technik anlangt, als ganz besonders beziiglich der 
technischen Durchfiihrung des Vergleichs der Réntgeneinwirkung auf ver- 
giftete und unvorbehandelte Pflanzen, 8. 35. 

Wie dort, wurden dazu zwei verschiedene Versuchsanordnungen ver- 
wendet: eine, entsprechend den Versuchen 8, 24, 12, 68, 151, 55, 82, 86 
und 76 der ersten Mitteilung, bei welcher zwei vollkommene Serien von 
bestrahlten und unbestrahlten Objekten verglichen wurden, welche sich 
(ceteris paribus) nur dadurch unterschieden, daB die Hauptserie waihrend 
der Bestrahlung (seit etwa 1 Stunde) unter Giftwirkung stand, wahrend 
die Kontrollserie ohne pharmakologische Beeinflussung blieb (Bestrahlung 
gleichzeitig im zweiten Hauptschnitt einer Réhre). Diese Versuchsanordnung 
soll hier der Kiirze halber als erste Versuchsanordnung bezeichnet werden. 

Bei der ,,zweiten Versuchsanordnung* wurden in Analogie zu Versuch 67 
der ersten Mitteilung zwei Proben miteinander verglichen, welche ebenfalls 
nebeneinander im zweiten Hauptschnitt einer Rohre bestrahlt wurden, 
wobei die Hauptprobe mit der Giftlésung vorbehandelt war (also bei der 
Bestrahlung unter Giftwirkung stand), wahrend die Kontrolle erst unmittel- 
bar nach der Bestrahlung der gleichen Gifteinwirkung (hinsichtlich Zu- 
sammensetzung, Konzentration und Dauer) ausgesetzt wurde. Unbestrahlte 
vergiftete Kontrollen wurden bei dieser nur zu orientierenden Zwecken 
ausgefiihrten Methode nicht immer mit geziichtet. Es konnte darauf um 
so eher verzichtet werden, als die Sicherheit, eine geeignete Strahlendosis 
appliziert zu haben, durch vielfache vorher und zwischendurch am gleichen 
Material ausgefiihrte andersartige Bestrahlungsversuche gewiahrleistet war. 

Die Wurzelbestrahlungen erforderten?) zunachst Erzielung gerade ab- 
gehender Wurzeln; bei Weizen empfiehlt sich hierzu Verwendung schmaler 
Sorten, bei Linsen Vorquellung und vertikale Einbettung der Scheiben 


isin 68 


1) In den Wurzeln. 
*) Mit Riicksicht auf die gleichmaBige Strahlenabsorption. 
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in Sagespiine mit der (durch das Vorquellen sichtbar gemachten) Wurzel 
anlage nach unten (Keimung der Linsen auf Filtrierpapier ergibt aus 
nahmslos schiefstehende Wurzeln, die mit Riicksicht auf die Absorptions- 
verhaltnisse nicht brauchbar sind). 

Die Bestrahlung fand bei einigen Versuchen (mit H,O,) im Schalchen 
statt, wie bei den HC N-Versuchen der ersten Mitteilung, sonst ausnahmslos 
auf 7 x 5em groBen Glasplatten, an deren einem Rande ein etwa 2 em 
breiter Filtrierpapierstreifen lag, auf welchen die Keimlinge kurz vor der 
Bestrahlung aus der Giftlésung tibertragen wurden und auf dem sie so 
ausgerichtet wurden, daB sie mit der Mikropyle nach oben, Seite an Seite 
lagen, die Wurzeln gegen den freien Rand der Platte zu gerichtet, vom 
Rande des Filterstreifens jedoch noch 0,5 cm entfernt waren. Die derart 
nebeneinander liegenden Wurzeln wurden mit einem 1,5 em breiten Filtrier- 
papierstreifen bedeckt, der sie gegen den freien Rand der Glasplatte tiber- 
ragte und dort direkt den als Unterlage dienenden Filterpapierstreifen 
beriihrte, so daB die Wurzeln also in einem aus beiden Filterstreifen gebildeten 
Falz steckten, welcher mittels einer Pipette mit der Giftlésung aufgefiillt 
wurde. 

Eine gleiche Glasplatte wurde in genau der gleichen Weise mit der 
Kontrollprobe beschickt, wobei der Filterfalz, in dem die Wurzeln steckten, 
jedoch mit Wasser gefiillt wurde. Beide Platten wurden auf gleich hohe 
Porzellanschilchen gebracht, welche im zweiten Hauptschnitt ausgerichtet 
unter der Réhre standen, und sie lagen dort so, da die beiden mit den 
Keimlingen bedeckten Filtrierpapierstreifen einander zugewendet waren, 
ohne sich direkt zu beriihren. 

Das verwendete Dosimeter lag auf einer dritten gleich hohen Porzellan- 
schale vor den Glasplatten. Bei simtlichen hier mitgeteilten Versuchen 
(mit Ausnahme der auf Tabelle IIT mitgeteilten Versuchsreihe) wurde die 
Kontrolle der verabfolgten Dosis durch direkte Dosimetrie (Holzknecht- 
Sabouraud) geiibt. 

Die Bestrahlungsproben waren stets von der Rohre (die zumeist in 
einer Distanz von 16 cm sich befand) durch das in der zweiten Mitteilung 
beschriebene KienruBfilterkistchen getrennt. 

Besonderes Gewicht wurde auf rasche Ubertragung der Keimlinge 
auf die Platte gelegt. 

Selbstverstandlich muBte jede verwendete Substanz erst in Vor- 
versuchen gepriift werden, wobei zuniichst die Konzentration ermittelt 
wurde, welche die Wurzeln bei einstiindiger Einwirkung (bei H,O, bei 
Uystiindiger Einwirkung) eben noch merklich schidigt (Kintrocknung). 

3s fand dann eine dieser nahe gelegene niichste Verdiinnung (1: 5 bis 10) 
zum Versuch Verwendung. 

Die Wurzelkulturen fanden teils auf Filtrierpapier in Glasschalen, 
teils in Tonkriigen, die mit angefeuchteten Buchenholzsaigespinen gefullt 
waren, statt (spezielle Technik nach Grafe in Biochemische Arbeitsmethoden), 
teils in Wasserkulturen, wobei die Samen auf paraffingetriinktem und mit 
einem Locheisen perforierten Filtrierpapierblattern ruhten, durch deren 
Lécher die Wurzeln gesteckt waren und welche auf dem in glasierten Ton- 
kriigen befindlichen Wasser schwammen. 

Beriicksichtigung fand zumeist nur die erste mediane vortretende 
Wurzel, welche auch bereits mit der Giftlésung in Beriihrung gestanden hatie, 
ebwohl die beiden langsten Seitenwurzeln ebenfalls stets gemessen wurden. 
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Selbstverstiindlich wurde stets auf unbedingte Einhaltung alle: 
auf Vergleichbarkeit der Proben abzielenden MaB6regeln geachtet : 
Verwendung von Keimlingen gleicher Provenienz, KorngréBe Ent- 
wicklungszeit und -gréBe, gleiche optische Bedingungen der Strahlen- 
absorption (s. oben). Und trotzdem laBt sich bei Bestrahlungsversuchen 
keine unbedingte GleichmaBigkeit der Ergebnisse erzielen, da_ sich 
(s. I. Mitteilung, 8.29) die individuellen Differenzen bei bestrahlten 
Exemplaren um so viel stirker geltend machen als bei unbestrahlten, 
daB man gezwungen wird, eine Verschiedenheit der Empfindlichkeit der 
einzelnen Individuen anzunehmen. 


Diese Erscheinung steht nicht ohne Analogien auf anderen Cebieten 
der pflanzenphysiologischen Erfahrung. So auBert sich Grafe in seinem 
Ernahrungsphysiologischem Praktikum, 8. 299: ,,Ein fernerer Fehler be- 
steht darin, daB man die individuellen Verschiedenheiten zu wenig beriick- 
sichtigt, d. h., daB man gewéhnlich viel zu wenig Individuen fiir eine Serie 
von Vergleichsversuchen wahlt. Nur durch sehr zahlreiche Pflanzen kann 
man die Fehler einengen, welche durch individuelle Schwankungen selbst 
dann eirtreten, wenn mén fiir Auswahl von Samen der gleichen Ernte, 
fiir Auswahl gleich groBer und gleich gesunder Samen gesorgt hat. ... 
Bei der Wiedergabe der Versuchsresultate sollten die Zahlen immer solche 
Mittelwerte aus einer Reihe von Parallelversuchen darstellen, und man 
sollte ein Ergebnis nicht fiir ein solehes halten, wenn es nicht mit mindestens 
500 bis 600 untereinander vergleichbaren Pflanzen gewonnen ist.” 


Diese individuellen Réntgenempfindlichkeitsdifferenzen dokumen- 
tierten sich wohl stets nur als eine Abweichung einzelner Exemplare 
von der sonst eingehaltenen Linge, als ein ,,aus der Reihe fallen’’, nicht 
aber als véllige Regellosigkeit. Zumeist lagen Abweichungen nach der 
Seite geringerer Empfindlichkeit vor. 

Bei weiterer Verfolgung erwies sich die Hdufigkeit der Erscheinung 
als nicht konstant, sondern von speziellen Momenten abhangig, deren 
Erkennung Mittel darbot, das stérende Phiinomen experimentell még- 
lichst beherrschen zu lernen: 

1. Sie zeigte sich in ausgesprochenem Mabe als verkehrt pro- 
portional der Héhe der verabfolgten Dosis. Von einer gewissen Hiéhe 
an, kommen solche UnregelmaBigkeiten fast gar nicht mehr zur Beob- 
achtung. Fir 7 bis 8 W betriigt diese Héhe: fiir Pferdebohnen 
5 H, fir Linsen 8 H, Weizen 10H. Die daraus sich ableitende Regel, 
stets die héchste mit dem jeweiligen Versuchszweck vereinbare Dosis 
anzuwenden, erlaubt also, die stérende Erscheinung zu beseitigen, sie 
kommt jedoch nur Desensibilisierungsversuchen zugute (s. die aus- 
giebige Verwendung in der II. Mitteilung). 

2. Untersucht man von einer Spezies mehrere Samenproben ver- 
schiedener Provenienz, so zeigen sich auch hier auffallende und mit 
einer gewissen Regelmabigkeit wiederkehrende Unterschiede, und es 
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gelingt leicht, durch Durchmusterung gréBerer Reihen in den Besitz von 
méglichst gleichmaBig arbeitendem Versuchsmaterial zu _ gelangen. 
Dabei erwies es sich als besonders vorteilhaft von vornherein von rein- 
rassigerem Material auszugehn!). 

Von dem hier genannten Mittel zur Vermeidung dieser individuellen 
Unterschiede konnte ich auch bei der vorliegenden Untersuchung 
Gebrauch machen. 

II. Ergebnisse. 

Als indifferentestes Oxydationsmittel wurde zunichst molekularer 
Sauerstof{f versucht: es wurde gepriift, ob Erhéhung seines Partialdrucks 
in der die Keimlinge umgebenden Atmosphire einen EinfluB auf die 
Empfindlichkeit hat. 

DaB Anwesenheit molekularen Sauerstoffs fiir Keimlinge kein un- 
bedingtes Erfordernis fiir den Ablauf der R6éntgenschidigung darstellt, 
habe ich in der ersten Mitteilung gezeigt. Fiir Wurmeier war dies bereits 
von Perthes (13) nachgewiesen worden. Dies stellt einen gewissen Gegensatz 
zum beziiglichen Verhalten anderer lichtbiologischer Vorginge her: die 
Eosinlichtwirkung sowie die aktinische Lichtschidigung der Bakterien be- 
dirfen der Sauerstoffanwesenheit. 

Oxydative Reaktionen werden natiirlich oft durch Erhéhung des 
Sauerstoffdrucks geférdert. Fiir gewisse Lichtreaktionen ist jedoch der 
gegenteilige Einflu8 (Hemmung) charakteristisch, z. B. fiir die Hdersche 
Lésung. Nach Winther (15) entspricht dieses Verhalten allen Licht- 
vorgingen, bei welchen das Oxydationsmittel langsamer oxydiert als 
der freie Sauerstoff. 

Vielleicht kénnte die von Wilcock (16) und von Fraulein Ziilzer (17) 
gefundene gréBere Empfindlichkeit chlorophyllfreier Organismen (im Ver- 
gleich zu den chlorophyllhaltigen) damit zusammenhiangen. 

Von den zehn ausgefiihrten Versuchen sollen hier vier Mitteilung 
finden. 


Der Sauerstoff wurde genau nach den Angaben von Poizat und Seye- 
wetz (18) in einer Gasentwicklungsflasche aus mit Schwefelsiure angesauerter 
Kaliumpermanganatlésung und Hydroperoxyd entwickelt, in einer Wasch- 
flasche (lproz. Natriumcarbonatlésung) gewaschen und dann iiber die 
Keimlinge geleitet, welche sich in einer 23 cm langen Glasroéhre von 2 cm 
Durchmesser befanden, deren Mitte durch einen luftdicht abgeschlossenen 
und angepaBten 9cm langen Filmzylinder gleicher Weite ersetzt war; 
das vor diesem gelegene Glasrohrstiick war 5 cm lang, das hintere 9 cm. 


1) Ausgedehnte Versuche an reinrassigen Sorten, fiir deren Uberlassung 
ich der Landesackerbauschule Grottenhof (besonders Herrn Landesrat 
Ing. Wizany) sowie der Wiener Samenkontrollstation (Herrn Hofrat Pommer) 
Dank schulde, zeigten auch, da8 die durchschnittliche Empfindlichkeit 
verschiedener Sorten einer Spezies zumeist [in Ubereinstimmung mit der 
Angabe Jiinglings (14)] die gleiche ist, daB es hiervon jedoch auch zweifellos 
Ausnahmen gibt. Ausfiihrliche Mitteilung folgt. 
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Beim Ubergang des letzteren in den Filmzylinder befanden sich zwei un- 
gefihr 1 em voneinander entfernt stehende Diaphragmen aus Miilerschem 
Bleigummischutzstoff, die beide an verschiedenen Stellen (das eine zentral, 
das andere peripher) perforiert waren. In die beiden vor bzw. hinter diesen 
Diaphragmen gelegenen Abteilungen der Réhre wurden 1,5 cm breite Glas- 
platten eingeschoben (zur Aufnahme der auf feuchten Filtrierpapierstreifen 
ruhenden Keimlinge). Am vorderen und hinteren Ende war die Réhre 
von je einem durch eine Glasréhre durchsetzten Kork abgeschlossen; 
durch die erstere trat der Sauerstoff ein, durch die letztere wurde er (um 
nicht den Sauerstoffgehalt der die Kontrollprobe umgebenden Luft zu 
erhéhen) mittels eines langen Schlauches zum Fenster hinausgeleitet. 


Diese Rohre lag, auf Miillergummistoff aufliegend, auf einem Schemel, 
zu dessen Seite die Gasentwicklungs- und die Waschflasche standen. Die 
zu bestrahlende Sauerstoffprobe der Keimlinge befand sich im Filmabschnitt 
der Roéhre'), die nicht zu bestrahlende Sauerstoffprobe (bei Versuchs- 
anordnung I) im dahinter gelegenen Glasabschnitt der Roéhre, welcher 
gegen die Sekundarstrahlen aus dem Filmabschnitt durch das doppelte 
Bleigummidiaphragma, gegen die primaire Réntgenstrahlung aber durch 
Umbhiillung und Bedecken mit Bleigummistoff und Bleiplatten (3 mm), 
die bis zum Diaphragma reichten, geschiitzt war. Die in atmosphirischer 
Luft zu bestrahlende Kontrollprobe befand sich neben dem Filmabschnitt 
der Sauerstoffréhre in genau gleicher Héhe mit der Keimlingsprobe in 
der Filmréhre (Ausrichten durch Visieren) auf einer mit Filtrierpapier 
bedeckten Glasplatte. Die Keimlinge waren (um gleiche Absorptions- 
verhiltnisse herzustellen) mit einem Filrn bedeckt. Das Dosimeter (Holz- 
knecht-Sabourand) lag, gegen Belichtung und Feuchtigkeit geschiitzt, auBen 
von dieser Keimlingsprobe. Die Réntgenrdhre befand sich in etwa 20 em 
Entfernung von den Keimlingen, genau iiber der Mitte zwischen beiden 
zu bestrahlenden Proben, mit der Achse parallel zur Filmréhre (so daB 
die beiden zu bestrahlenden Proben im zweiten Hauptschnitt ausgerichtet 
waren). Bei den nach der zweiten Versuchsanordnung ausgefiihrten Ver- 
suchen wurde die Hauptprobe im Filmabschnitt, die Kontrollprobe gleich- 
zeitig mit dieser, frei neben der Filmréhre liegend, bestrahlit. Die letztere 
Probe wurde nach der Bestrahlung (gleichlang wie vorher die Haupt- 
probe) mit Sauerstoff behandelt (in der Sauerstoffréhre). 

Vor Beginn jeder Bestrahlung wurde so lange Sauerstoff durch die 
mit den Keimlingen beschickte Filmréhre geleitet, bis sich das Gas am 
freien Ende des Ableitungsschlauches (Ziindholz) nachweisen lieB und erst 
nach weiteren 10 Minuten langem Durchleiten die Bestrahlung begonnen, 
wihrend welcher die Sauerstoffentwicklung fortgesetzt wurde. Nur in 
Versuch 310 wurde erst nach 70 Minuten wihrender Vorbehandlung mit 
der Bestrahlung begonnen. Bei jedem dieser Versuche wurde die Dosis 
mit Holzknecht-Tabletten direkt ermittelt. Die Roéhren wurden bei diesen 
und den folgenden Versuchen stets zwischen 6 und 7 Waltergraden be- 
trieben. 


Versuch 304. Linsen. Zweiter Quellungstag. Wurzelliinge 3 mm. 
Erste Versuchsanordnung. Beginn der Bestrahlung 20 Minuten nach 
Beginn des Sauerstoffstroms. Distanz 21cm. Dosis 9 H. 

Linge der oberirdischen Teile nach 18 Tagen: 


1) Welche vor dem Leuchtschirm gepriift worden war. 
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Hauptprobe: Unbestrahlt (Mittel von 10 Exemplaren): 146mm. _ Be- 
strahlt (Mittel von 12 Exempiaren): 60 mm (41°). 

Kontrollprobe: Unbestrahlt (Mittel von 9 Exemplaren): 140mm. 
Bestrahlt (Mittel von 10 Exemplaren): 61 mm (48 °,). 

Versuch 307. Gerste, 45stiindige Quellung. Wurzellinge 2mm. Zweite 
Versuchsanordnung. 22 Minuten lange Vorbehandlung mit Sauerstoff. 
Distanz 20cm. Dosis 10 H. 

Lange der Proben (oberirdische Teile) 17 Tage danach: 

Unbestrahlte Probe (Mittel von 9 Exemplaren): 169 mm. 

Bestrahlte Hauptprobe (Mittel von 20 Exemplaren): 36 mm. 

Bestrahlte Kontrollprobe (Mittel von 21 Exemplaren): 38 mm. 

Versuch 309. Gerste, 33stiindige Quellung. Wurzellange 4mm. Zweite 
Versuchsanordnung. 18 Minuten dauernde Vorbehandlung mit Sauerstoff. 
Distanz 19em. Dosis 10 H. 

Lange der Proben nach 25 Tagen: 

Unbestrahlte Probe: 254; 247; 222; 213 (Mittel 234 mm). 

Bestrahlte Hauptprobe: 33; 25; 26; 33; 36; 36; -29; 34; 30; 33; 29; 
29; 33; 34; 38; 31; 32 (Mittel 31,8 mm). 

Bestrahlte Kontrollprobe: 35; 36; 24; 32; 27; 26; 22; 34; 26; 37; 35; 
38; 26; 22; 26; 32 (Mittel 29,8 mm). 

Versuch 310. Weizen, 36stiindige Quellung. Wurzellinge 10 mm. 
Zweite Versuchsanordnung. 70 Minuten wahrende Vorbehandlung im 
Sauerstoffstrom. Distanz 20em. Dosis 7 H. Kultur auf Filtrierpapier. 

Lange der langsten Wurzel nach 20 Tagen: 

Unbestrahlte Probe: 125; 121; 125; 124; 114; 113; 144 (Mittel 123 mm). 

Bestrahlte Hauwptprobe: 68; 35; 44; 49; 35; 45; 37; 55; 74; 64; 35; 
46 (Mittel 48,5 mm). 

Bestrahlte Kontrollprobe: 45; 50; 64; 58; 46; 43; 46; 44; 45; 52; 57 
(Mittel 50 mm). 

Wie man sieht, ist das Ergebnis bei allen vier mitgeteilten Ver- 
suchen ein iibereinstimmendes: sowohl bei Linsen als bei Weizen und 
Gerste konnte ein Unterschied in der Empfindlichkeit der im Sauer- 
stoffstrom behandelten Objekte und der Kontrollen nicht nachgewiesen 
werden, weder bei Versuchsanordnung I noch bei Versuchsanordnung I, 
auch nicht bei dem unter giinstigsten Bedingungen fiir die Sauerstoff- 
aufnahme durchgefiihrten Versuch 310. Das gleiche Ergebnis hatten 
6 weitere (hier nicht mitgeteilte) Versuche an Linsen und Erbsen). 

Es kommt also in diesen Befunden weder eine férdernde noch eine 
hemmende Wirkung zum Ausdruck. 

Nach Pfeffer (19), I, S. 84, dringt Sauerstoff leicht in Pflanzenzellen 
ein. Allerdings haben wir trotzdem keine absolute Garantie, da8B die strahlen- 
empfindlichen Partien unserer Objekte wahrend der Bestrahlung unter 
Sauerstoffeinwirkung gestanden haben. 


Es wurde sodann eine Reihe von Oxydationsmitteln in geldster Form 
auf ihre Wirksamkeit gepriift, und zwar ebensowohl solche mit hohem 
Sauerstoffpotential als auch Sauerstoffiibertriger. Fast durchweg 
wurden nur Substanzen verwendet, welchen auch die Fahigkeit zu- 

Biochemische Zeitschrift Band 135. 24 











366 E. Petry: 


kommt in vitro ablaufende photochemische Reaktionen (des aktinischen 
Lichts oder auch der Réntgenstrahlen) zu beschleunigen. 

Mit Ausnahme einer einzigen Substanz — H,O, — erwiesen sich 
alle als unwirksam. 


Auf eine Wiedergabe der Versuchsberichte glaube ich zugunsten der 
ungleich wichtigeren, spiter zu beschreibenden positiven Experimente ver- 
zichten zu diirfen. 

Es erwiesen sich in Versuchen an Weizen als unwirksam: Verdiinnte 
Salpetersiure; 0,07°, Chlorwasser; Bromwasser (1 : 20,000); Queck- 
silberchlorid (1: 100,000); Silbernitrat (1: 100,000); Bromsilber (ge- 
sittigt 1:10); Mangansulfat (1: 10,000); Ferrosulfat und Ferrichlorid 
(1: 10 Millionen); Cersulfat (1 : 20,000); Urannitrat (1 : 5000); Kalium- 
bichromat (1 : 50,000); Kaliumpermanganat (1 : 60,000); Benzochinon 
(1: 10,000). In Versuchen an Linsen (Anfirbung der Wurzelspitzen): 
Methylenblau (1 : 10,000); Methylgriin (1: 10,000); Alizarinblau S. B. 
(1: 10,000). 


Bei Durchsicht dieser Aufzihlung mu8B es zunichst erstaunlich er- 
scheinen, daB die Sensibilitét pflanzlicher Objekte unter so vielfaltigen 
toxikologischen Eingriffen, welche — auch ganz abgesehen von unserer 
Fragestellung — voraussichtlich mannigfaltige und tiefgehende Anderungen 
im Chemismus der Zellen mit sich bringen, sich unbeeinfluBt erhalten kann. 
Und wenn wir auch im Sinne unserer einleitenden Ausfiihrungen unseren 
Befunden durchaus keine entscheidende, abschlieBende Bedeutung bei- 
messen kénnen, sondern mit der Méglichkeit rechnen miissen, da nachste 
Nachpriifungen der Versuche mit irgendwie (Spezies, Konzentration, Dauer) 
verinderter Technik die vorliegenden Ergebnisse umstoBen kénnen, so 
befremdet es doch, Substanzen von so hoher photochemischer Aktivitat, 
wie molekulares Chlor und Uran, insbesondere aber auch Quecksilber- 
chlorid, Eisenchlorid und Silbersalze unwirksam befunden zu haben, drei 
K6rper, welche sich in der Réntgenphotochemie der unbelebten Welt bei 
Strahleneinwirkung unter Abgabe von positiven Ladungen zersetzen und 
welche daher auch in vitro organische Stoffe (Gelatine, Oxalsiure) réntgen- 
katalytisch zu zersetzen vermdégen. 


Kin durchweg anderes Ergebnis lieferten die Versuche mit H ydro- 
peroxyd: es erwiesen sich in nahezu allen Versuchen die vorbehandelten 
Proben als empfindlicher wie die Kontrollen. 


Schon wahrend der Vergiftungsversuche selbst zeigte sich ein durch- 
greifender Unterschied gegen die iibrigen Oxydationsmittel. 2 bis 3 Minuten 
nach dem Eintauchen der Keimlinge in die Lésung begannen sich die Spitzen 
sdmtlicher Wurzeln auf etwa 2 bis 3mm Ausdehnung intensiv rot zu fdrben. 
Dieser unter lebhafter Blasenbildung auftretende Befund, der gewi8 nur 
ein Gegenstiick zu der Beobachtung Pfeffers') iiber Verfarbung des Zell- 
saftes der Wurzeln von Vicia faba (und anderer pflanzlicher Objekte) 
durch H,O, darstellt, ist wohl als ein unzwetfelhafter Beweis fiir das EHin- 
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dringen des Giftes in das Gewebe anzusprechen, wie wir bei den Versuchen 
mit den anderen Oxydationsmitteln keinen besitzen. 

Ich lasse nyn zunachst die Beschreibung zweier in der ersten An- 
ordnung durchgefiihrter Versuche folgen. 


Versuch 95. Etwa 36stiindig gequellter Weizen. Wurzellinge 5 bis 
6mm. 10 vol.-proz. Verdiinnung des offizinellen H,O,-Priparats. Beginn 
der Bestrahlung nach 7 Minuten dauernder Vergiftung. Gesamtdauer 
der Vergiftung 9 Minuten. Dosis ungefihr 7H. (16 cm) Sagespinekultur. 

Wurzellinge (langste Wurzel) nach 10 Tagen: 

Hauptprobe: Unbestrahlt: 82; 103; 95; 97; 104; 107; 99; 97; (Mittel 
98 mm). 

Bestrahlt: 34; 42; 45; 40; 47; 31; 41; 37 (Mittel 39,6mm = 40°,). 

Kontrollprobe: Unbestrahlt: 107; 135; 93; 114; 120; 95; 125 (Mittel 
112 mm). 

Bestrahit: 83; 87; 81; 71; 108; 78; 102; 86; 71 (Mittel 85,2 mm = 76°,). 

Bei diesem Versuch lieB auch die Beobachtung der oberirdischen 
Teile eine Beeinflussung der Empfindlichkeit dieser durch die Behand- 
lung mit H,O, erkennen: bei der Hauptprobe betrug deren Linge in der 
bestrahlten Serie 60°, von der Linge der unbestrahlten; bei der 
Kontrollprobe 77%. 


Versuch 96. 36stiindig gequellter Weizen. Wurzellange 4mm. 
10 vol.-proz. Verdiinnung des offizinellen Priaparats. Bestrahlung nach 
der 6. Minute der Vergiftung. Gesamtvergiftungsdauer 81! Minuten. 
Dosis 8 H. (16 em). 

Nach 13 Tagen Wurzellingen (Wasserkultur): 

Hauptprobe: Unbestrahit: 103; 86; 94; 100; 90; 74 (Mittel 91 mm). 

Bestrahlt: 62; 45; 48; 51; 56; 59; 49 (Mittel 53mm = 58°%,). 

Kontrollprobe: Unbestrahlt: 94; 102; 102; 100; 57; 89 (Mittel 90 mm). 

Bestrahit: 69; 75; 106; 77; 66; 55; 78 (Mittel 76mm = 84°,). 

An den oberirdischen Teilen zeigte sich kein Unterschied in der Empfind- 
lichkeit beider Proben bei diesen zwei Versuchen. 

In beiden Versuchen zeigt sich also die Wurzel der vergifteten 
Probe stiirker durch die Strahleneinwirkung geschidigt als jene der 
Vergleichsprobe. 

Sodann habe ich 28 Versuche an Weizen und Roggen angestellt, 
welche simtlich in der zweiten Versuchsanordnung ausgefiihrt wurden. 

Zunichst wurde in einer Serie von zehn Versuchen (von denen einzelne 
auf Tabelle I wiedergegeben sind) in der gewohnten Weise vorgegangen, 
indem auBer der Haupt- und Kontrollprobe auch eine unbestrahlte, aber 
gleichlange mit H,O, behandelte Probe geziichtet wurde, wodurch es 
also méglich gemacht ist, den Schidigungseffekt beider Proben (der vor- 
behandelten Haupt- und der nachbehandelten Kontrollprobe) zu ver 
gleichen. Eine niachste Versuchsreihe von 17 Versuchen (zum Teil auf 
Tabelle IL wiedergegeben) wurde lediglich zu dem Zwecke ausgefiihrt, 
zur eigenen Orientierung ein Urteil dariiber zu gewinnen, in welehem Aus- 
mage der oben beschriebene Sensibilisierungsbefund reproduzierbar ist. 
Zu diesem Zwecke war natiirlich nur ein Vergleich der Gréfe der Haupt- 
und Kontrollprobe (nicht ihres Schidigungseffekts) notwendig. Ich habe 
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daher, um behufs méglichster Ausschaltung der individuellen Empfindlich- 
keitsdifferenzen alles verfiigbare Pflanzenmaterial eines Versuchs den 
beiden Vergleichsreihen (Haupt- und Kontrollprobe) zufiihren zu kénnen, 
auf die Anlage einer dritten Reihe (unbestrahlte vergiftete Exemplare) 
verzichtet. Die Versuche gewihren daher nur eine unvollkommene Vor- 
stellung iiber den Grad der Sensibilisierung, aber sie belehren desto ein- 
dringlicher iiber ihr Vorkommen (und iiber die Hiufigkeit in der Reihe). 

Im folgenden soll nun zunichst ein Teil dieser Versuche in Tabelle I 
und II ausfiihrlich wiedergegeben werden. Uber den Rest der Versuchs- 
reihen wird sodann in Zusammenfassung Bericht erstattet werden (S. 373). 

Die hier verwendeten Weizen- und Roggensorten waren durchweg 
als besonders brauchbar befunden. Fiir die Roggenversuche war bei 
Versuch 101 bis 103 Ernte reiner Linie, fiir die tibrigen einheitliche Ernte 
eines Feldes in Verwendung gekommen. Die Weizenproben waren Handels- 
ware. Die Notwendigkeit, behufs Erzielung gerader Wurzeln schmalkérnige 
Sorten zu bevorzugen, lie} die mir zu Gebote stehenden reinrassigen Sorten 
ausgeschlossen erscheinen. Die Probe arbeitete besonders gleichmaBig. 

Zur Vergiftung wurden die in den beziiglichen Spalten der Tabellen 
angegebenen Konzentrationen von H,O, verwendet, welche (ohne Titration) 
durch Verdiinnung des offizinellen 10proz. Praparats erhalten wurden. 
Die Vergiftung fand in Schalen, die Bestrahlung bei kleinen Wurzellangen 
im Schalehen, bei gréBeren auf der Glasplatte statt (s. Technische Be- 
merkungen, 8. 361). ‘ 

Eine Kontrolle der aus den Bedingungen der Exposition und der Aus- 
dosierung der verwendeten Roéhre geschitzten Réntgendosis durch Holz- 
knecht-Sabourand-Tabletten fand nur bei der ersten Reihe statt. Bei der 
zweiten wurde dies unterlassen, um die zur Manipulation bei der Uber- 
tragung der Keimlinge zur Verfiigung stehende Zeit nicht zu schmiilern. 
Die Versuchsprotokolle zeigen, daB der Zweck der Dosierung, eine leicht 
schadigende Dosis zu verabfolgen, stets erreicht wurde. 

Zur Anzucht der Keimpflanzen wurde absichtlich teils Wasserkultur, 
teils Sagespine-, FlieBpapier- und Erdekultur (lockere, fein zerriebene 
Gartenerde in Schalen) verwendet, um mit einer Behandlungsweise ver- 
bundene Zufilligkeiten auszuschlieBen. 

Die in den letzten zwei bzw. drei Stiben der Tabellen angefiihrten 
freien Zahlen beziehen sich auf Wurzellingen. Wo auch die Liangen der 
oberirdischen Teile in die Tabelle aufgenommen sind, stehen sie hinter 
den ersteren in Klammern. 

Um zu priifen, ob der in den obigen Versuchen beobachtete Effekt 
auch an kiirzere Zeit gequellten Samen zu konstatieren ist, wurde nach- 
stehender Versuch ausgefiihrt. 


Versuch 114. 17 Stunden in Wasser (offene Schale) gequellter Weizen 
wird auf 4 Stunden in ein Keimbett aus Filtrierpapier iibertragen und 
dann bestrahlt (keine Wurzelanlage sichtbar). Ein Teil davon war mit 
lproz. H,O,-Lésung durch 24 Minuten vorbehandelt worden, der andere 
wurde ebensolange nachbehandelt. Dosis 20 H (20cm) Sagespanekultur. 


~ 


Lange der Wurzeln nach 7 Tagen: 
_ Vorbehandelte Probe: 68; 53; 40; 62; 63; 76; 79; 67; 85; 78; 87; 93; 
65; 69; 62; 64; 63; 60; Mittel 68 mm. 


Nachbehandelie Probe: 103; 110; 105; 102; 118; 114; 107; 117; 98; 
112; 113; 114; 109; 101; 81; 119; 77; 73; Mittel 104mm. Auch die Blatt- 
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lange der vorbehandelten Probe war kleiner (Mittel 39) als die der Kon- 
trollprobe (56). 

AuBer diesen ausfiihrlich wiedergegebenen Versuchen enthalten die 
beiden erwihnten Versuchsreihen noch drei an Roggen und zehn an Weizen 
angestellte Versuche (mit einer durchschnittlichen Zahl von 11 Exemplaren 
pro Einzelserie eines Versuchs, also 22 bis 30 Exemplaren pro Versuch). 

Bei diesen 13 Versuchen betrug die Lange der Wurzel der vorbehandelten 
Probe: 38, 42, 50 (zwei Versuche), 56, 67, 70, 76, 80, 85, 92, 95 und 97% 
von der Wurzellinge der nachbehandelten Kontrollen. In den _ beiden 
letztgenannten Versuchen (95 und 97°%,) wies eigentiimlicherweise die 
Blattlinge deutliche Unterschiede zugunsten der Kontrollproben auf (die 
vorbehandelten Exemplare maBen 61% der Kontrollen). Als durch die 
Vorbehandlung ganz unbeeinfluBt fand sich somit die Empfindlichkeit 
der Exemplare nur in zwei Fallen, den beiden vorletzt angefiihrten (85 und 
92°.) — unter einer Gesamtzahl von 30 Versuchen. Bei keinem der Ver- 
suche war die Empfindlichkeit der Wurzeln der vorbehandelten Probe geringer 
als eine der Kontrollen. 

Weit weniger als bei der Wurzel zeigte sich begreiflicherweise die 
Empfindlichkeit der oberirdischen Teile durch die Vorbehandlung beein- 
fluBt: unter den 30 Fallen war die Empfindlichkeit der oberirdischen 
Teile 13 mal ganz unbeeinfluBt geblieben, 16 mal zeigte sich die vorbehandelte 
Probe deutlich empfindlicher, nur einmal unempfindlicher (um 10%). 

Bei den 16 Versuchen mit positivem Sensibilisierungsbefund betrug 
die Lange der Blatter der vorbehandelten Proben, ausgedriickt in Prozenten 
der Linge der Kontrollen: 35, 43 (zwei Versuche), 47, 50, 56, 59, 60, 61, 
(zwei Versuche), 62, 65 (zwei Versuche), 73 und 80%. 

Die Ausdehnung dieser Versuchsreihe auf 30 Einzelversuche verfolgte 
den Zweck, im Sinne der 8. 362 zitierten Mahnung Grafes die Tauschungs- 
mdglichkeiten, welche sich aus den individuellen Differenzen der Wachstums- 
und Empfindlichkeitsgr6Be ergeben, tunlichst einzuschranken.  Bereits 
bei Betrachtung eines einzigen meiner Versuche (welche selbst bereits eine 
groBere Anzahl absolut vergleichbarer Einzelobjekte umfassen) wird die 
Vorstellung, da das Versuchsergebnis nur durch zufallige Verteilung in- 
dividuell differenter Einzelproben vorgetiuscht sei, um so weniger Boden 
finden, als der Vergleich mit den Sauerstoffversuchen zeigt, wie willkiirlich 
eine solehe Annahme wire. Derartige Versuche mit in die Augen springenden 
Differenzen zwischen der Haupt- und Kontrollreihe und verhaltnismaBig 
geringen individuellen Differenzen innerhalb einer und derselben Reihe 
sind aber nicht vereinzelt, sondern eigentlich die Regel, und vereinzelt 
stehen die Falle mit gleich stark geschadigter Haupt- und Kontrollprobe: 
in der groBen Reihe nur zwei Fille mit ganzlich unbeeinfluBt gebliebener 
Empfindlichkeit! Ganz besonders erschwert wird die Annahme, daB in den 
Einzelversuchen nur Zufdlligkeiten der Verteilung individuell differenter 
Proben vorgelegen haben sollten, dadurch, daB in der ganzen Reihe an den 
Wurzeln nicht ein Fall von entgegengesetzter Verteilung (groBerer Empfind- 
lichkeit der Kontrollprobe) sich findet, und auch bei den aus anatomisch- 
physiologischen Griinden einer Beeinflussung durch Zusitze weniger aus- 
gesetzten oberirdischen Teilen unter den 30 Fdllen nur ein einziger sich 
findet, bei dem die Blatter der Hauptprobe um 10% gréfer sind (ein noch 
in die Fehlerquellen fallender Betrag!) als jene der Kontrollen, wahrend 
der gleiche Fall an der Wurzel das umgekehrte Verhalten in typischer 
Ausbildung zeigte. 
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Es besteht somit keine Méglichkeit, die auffallenden Unterschiede 
in der Empfindlichkeit der vorbehandelten und nachbehandelten 
Proben durch Zufilligkeiten in der Verteilung individuell differenter 
Exemplare zu erklaren, und wir miissen (trotzdem der Sensibilisierungs- 
befund sich nicht als unbedingt reproduzierbar erwiesen, sondern in nur 
98 °% unserer Versuche Bestiatigung gefunden hat) unter Beriicksichtigung 
der oben angefiihrten Momente aus unseren Versuchen den Schlup 
ziehen, dap dem H ydroperoxyd die Fahigkeit zukommt, die Empfindlichkeit 
der verwendeten Gramineensorten') in Zusatzversuchen zu erhdhen. 

Dabei zeigt die erste Versuchsreihe, welche auch gestattet, das 
Ausma} der Schadigung der einzelnen Proben zu beurteilen, iiberdies, 
daB der Zusatz nicht nur eine bereits bestehende Empfindlichkeit 
quantitativ zu steigern vermag, sondern daf er auch Organe fiir eine 
Dosis empfindlich zu machen vermag, auf welche sie ohne Zusatz gar nicht 
mit Wachstumsstérung reagieren, wie sich an den Blaittern der Roggen- 
pflanzchen (Versuche e; k und 1) zeigte, welche etwas unempfindlicher 
sind, als die Wurzeln der gleichen Pflanze, und daher auf die in diesen 
Versuchen verwendeten Dosen nicht ansprechen. Diese Vorbehandlung 
vermag also eine ,,Sensibilisierung im wortlichen Sinne in die Wege 
zu leiten. 

Da das in dieser Versuchsreihe verwendete offizinelle Wasserstoff- 
superoxydpraparat durch Schwefelsiurezusatz verunreinigt war, so habe 
ich weiterhin einige Versuche mit Perhydrol Merck (absolut saurefrei, 
chemisch rein) angestellt, welche den hier gewonnenen Befund vollkommen 
bestiitigt haben und somit auBer Zweifel stellen, da die beobachtete 
Wirkung auf die Empfindlichkeit der Keimlinge tatsdchlich dem H,0O, selbst 
zukomme. 

AnschlieBend seien zwei Versuche wiedergegeben. 

Versuch «. 48 Stunden gequellter Roggen. Wurzellinge 1mm. Zweite 
Versuchsanordnung. Vorbehandlung (bzw. Nachbehandlung) mit 1,5 vol.- 
proz. Perhydrollésung durch 20 Minuten. Dosis (Holzknecht-Sabouraud) 
4 H. (aus 17cm Distanz). 

Linge der Wurzeln (bzw. Blatter) nach 8 Tagen: 

Hauptprobe (vorbehandelt): 29 (25); 29 (24); 39 (41); 30 (25); 26 (27); 
19 (23); 23 (24); 26 (29); 24 (35); Mittel 27 (28) mm. 


1) Wie meine Erfahrungen ergeben haben, ist der Erfolg von sensi- 
bilisierenden MaBnahmen auf verschiedene Spezies ein ungleicher. So 
gelang es mir nicht, mit der auf Gramineen wirksamen HCN bei Kresse 
und Lein sensibilisierende Wirkungen auszuiiben. Bedenkt man die groBen 
artlichen Unterschiede in der Strahlenempfindlichkeit sowie in der rein 
pharmakologischen Wirkung von Giften, ganz besonders aber die ungleiche 
Empfindlichkeit verschiedener Arten gegen Lichtgifte (Eosin!), sowie die 
vollkommene Unklarheit unserer Vorstellungen itiber die Wirkung der 
Lichtsensibilisatoren, so wird man in diesem Befund gewi8 kein Argument 
gegen das Vorkommen von Sensibilisierungswirkungen tiberhaupt_ er- 
blicken kénnen. 
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Kontrollprobe (nachbehande!t): 59 (79); 95 (87); 1380 (145); 99 (104); 

155 (129); 130 (108); 134 (108); 118 (120); 130 (109); 134 (107); 69 (95); 
3 (35); Mittel-107 (102) mm. 

Versuch 6. Roggen, 80stiindige Quellung. Wurzellinge 1mm. 24 Mi- 
nuten wihrende Behandlung mit 2 vol.-proz. Perhydroll6sung 3,5 H. 
(direkt gemessen) aus 17 em Distanz. 

Nach 7 Tagen: 

Hauptprobe: el a wii 28 (40); 35 (52); 22 (41); 30 (30); 31 (43); 42 (45); 
34 (33); 26 (25); 27 (22); 40 (46); Mittel 32 (38) mm. 

Kontroll probe: ‘an (12% oo 86 (111); 100 (117); 122 (121); 101 (99); 

4 (51); 85 (110); 68 (79); 84 (99); 43 (70); Mittel 83 (98) mm. 


Das Gesamtergebnis unserer Versuche ist also, dab eine grobere 
Zahl von gepriiften Oxydationsmitteln sich unter den angegebenen 
Versuchsbedingungen als einfluBlos auf die Empfindlichkeit von Keim- 
lingen erwiesen haben, waihrend bei einem derselben (H,O,), das durchaus 
nicht das stirkste von allen ist, die vorbehandelten Proben sich regel- 
maBig empfindlicher gezeigt haben. 

Wenn wir nun in Beriicksichtigung unserer eingangs aufgestellten 
Erwigungen iiber die Beweiskraft positiver und negativer Befunde 
zuniachst auf jede Deutung verzichten und uns nur darauf beschranken, 
alle fiir ihre Erklarung in Betracht kommenden Momente in Erwagung 
zu ziehen, so ist die erste dabei auftauchende Frage wohl die, ob wir 
irgend etwas finden kénnen, was uns den auffallenden Unterschied im 
Verhalten der verschiedenen gepriiften Oxydationsmittel dem Ver- 
stiindnisse naiher zu bringen vermag. 

Die als wirksam befundene Substanz — H,O, — unterscheidet 
sich von den iibrigen zuniichst in physikalischer Hinsicht: sie besitzt 
das niedrigste Molekulargewicht; dementsprechend mu sie auch das 
gropte Diffusionsvermégen von allen gepriiften Substanzen besitzen. 
Bereits dadurch erscheint ihr Eindringen in die Zellen erleichtert. 
Bei manchen der iibrigen Substanzen miissen aber auch die chemischen 
Eigenschaften ihrer Aufnahme ins Zellinnere hinderlich sein [so bei 
manchen eiweibfaillenden Metallverbindungen sowie bei den Substanzen 
von hoher Affinitat (Cl,, Br,)]. Ganz besonders ist bei solchen Substanzen 
das Hineingelangen in wirksamer Form in Frage zu ziehen. Vom Per- 
oxydsauerstoff wissen wir hingegen, da er innerhalb der Zelle in wirk- 
samer Form existenzfaihig ist, sind doch Peroxyde als normale Be- 
standteile der intakten, tdtigen Zelle nachgewiesen worden. Peroxyd- 
sauerstoff hat somit unter allen gepriiften Substanzen die grote Aussicht 
den von uns eingangs aufgestellten Voraussetzungen fiir die Wirksamkeit 
gerecht zu werden: die Zellwinde zu passieren und in wirksamer Form 


fe mie eee ne ah ete a 


er iniatioaidanaiia ermenn 


Ten, 


—_— 











374 E. Petry: 


und Konzentration im Plasma festgehalten zu werden und daselbst 
noch die speziellen Bedingungen seiner Wirksamkeit vorzufinden. 

H,O, ist zudem die einzige Substanz, bei deren Verwendung wir 
die erwihnte Rotfairbung der Wurzelspitzen beobachten konnten, 
also auch die einzige, bei der uns unsere Versuche einen sinnfalligen 
Beweis fiir das Eindringen des Zusatzes ins Innere in wirksamer Form 
erbracht haben. Ganz unabhingig von der Genese dieses Befundes 
und davon, ob zwischen ihm und der Strahlenreaktion irgendwelche 
Beziehungen bestehen, schafft er bereits als solcher einen Unterschied 
zwischen H,O, und den anderen Substanzen, zeigt, da das H,O, 
bestimmte Wirkungen auf das Zellinnere ausiibt, die die anderen 
Substanzen nicht hervorzubringen vermochten, und verleiht so unseren 
eben dargelegten Erwigungen eine gewisse experimentelle Stiitze. 

Wenn demnach also auch die Méglichkeit gegeben ist, den auf- 
fallenden Unterschied im Verhalten des H,O, und der iibrigen Oxy- 
dationsmittel durch seine besonders groBe Eignung zum Eindringen 
in die Gewebe zu erkliren und wenn wir danach annehemen kénnen, 
daf{S Oxydationsmittel tiberhaupt prinzipiell imstande sein kénnen, 
die Réntgenreaktion zu sensibilisieren, wofern sie nur in unzersetzter 
Form und wirksamer Konzentration ins Gewebe zu gelangen vermégen, 
so diirfen wir diesen SchluB dennoch nur mit gréBter Vorsicht zu 
Folgerungen iiber Natur und Wesenheit der Reaktion verwerten, 
denn wie wir oben (S. 366) sahen, schafft die Milieuaénderung durch 
einen Zusatz keine so eindeutige Variation der Versuchsbedingungen 
wie etwa eine weitgehende Anderung der AuBentemperatur und dem- 
entsprechend kénnen wir aus unseren Befunden keine derartige un- 
mittelbaren Schliisse ziehen, wie sic aus dem Fehlen eines Temperatur- 
koeffizienten der Réntgenreaktion gezogen werden konnten. 

Gerade fiir H,O, hat Bach (20) an einem konkreten Beispiel (I. c., 8. 110) 
gezeigt, daB die Beschleunigung einer Reaktion durch H,O,-Zusatz kein 
Beweis einer unmittelbaren Anteilnahme des Zusatzes an der Reaktion 
selbst sein mu$, sondern auch dureh Zerst6érung eines Hemmungskorpers 
der Reaktion durch H,O, zustande kommen kann. Etwas Ahnliches kénnte 
auch bei unserem Befunde in Betracht kommen. So lieBe sich auch ein 
Ineinandergreifen einer rein spaltenden und einer oxydativen Reaktion 
vorstellen, deren letztere die Reaktionsprodukte der ersteren entfernt. 
(Siehe z. B. die Verhaltnisse bei den Purinfermenten, ein fiir die Rontgen- 
reaktion konstitutionell-chemisch sehr naheliegendes Beispiel.) 

Ich méchte daher aus diesem Befunde allein keine weitgehenden 
Schliisse ziehen und mit der Verwertung desselben fiir die Erkenntnis 
der Wesenheit der Reaktion warten, bis weitere bestitigende Befunde 
mit andersartigen Versuchsanordnungen vorliegen. Aber gerade in 
heurististischer Hinsicht hat sich unser Ergebnis als besonders wertvoller 
Wegweiser fiir weitere Fragestellungen erwiesen. Denn dasselbe besitzt 
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auch eine gewisse physiologische Bedeutung. Die Peroxydgruppe ist 
nicht als vollkommen kérperfremd zu betrachten: ihre regelmabige 
Anwesenheit im normal atmenden Gewebe — als physiologisch wirk- 
sames (aktives) Umwandlungsprodukt des inerten Luftsauerstoffs 
ist durch Bach auBerst wahrscheinlich gemacht; und in diesem Zu- 
sammenhang ist es sicher besonders interessant, da® wir das kérper- 
eigene Oxydationsmittel als Roéntgensensibilisator befunden haben, 
denn es ergibt sich daraus die Frage, ob denn diesen im atmenden 
Gewebe als gegenwiartig anzunehmenden Sensibilisatoren nicht irgend 
eine Bedeutung fiir das Zustandekommen der spezifischen Empfindlich- 
keit der einzelnen Gewebe zukomme. Und wenn wir weiter bedenken, 
daB diese hoch aktive Atomgruppe voraussichtlich bei Erstickung der 
Gewebe rasch verschwinden diirfte, so gelangen wir zum Ausgangs- 
punkt unserer Betrachtungen, den Schwarzschen Hautkompressions- 
versuch zuriick: es liegt nahe, die von Schwarz beobachtete Desensibili- 
sierung komprimierter Haut auf das Verschwinden dieses Sensibilisators 
zuriickzufiihren, und unsere Versuche wiirden dann gewissermaben 
ein Gegenstiick zum Schwarzschen Versuch darstellen. 

Dadurch wird der Wunsch rege, in noch unmittelbarer Weise 
bei der Pflanze die beim Schwarzschen Versuch gegebenen Verhiltnisse 
nachzuahmen, nimlich direkt zu priifen, ob auch bei der Pflanze eine 
wirksame und ausgiebige Behinderung der durch die Anwesenheit mole- 
kularen Sauerstoffs gegebenen Oxydationsmédglichkeiten eine Herab- 
setzung der Réntgenempfindlichkeit der Zellen im Gefolge hat. Ich habe 
daher auf meine, |. c., mitgeteilten Versuche, den EinfluB sauerstofffreier 
Umgebung auf die Empfindlichkeit der Pflanzen festzustellen, zuriick- 
gegriffen, und zwar verwandte ich nunmehr die Verdrangung der 
Luft durch Kohlensiurestrom!). Die Keimlinge wurden in der oben 
geschilderten bei den Sauerstoffversuchen verwendeten Bestrahlungs- 
réhre einem Kohlensiurestrom (der vorher je eine Waschflasche mit 
Na,CO, und mit K MnO, passiert hatte) ausgesetzt und gleichzeitig 
mit vergleichbaren in atmospharischer Luft befindlichen Kontroll- 
objekten bestrahlt. 

Kohlensaure ist in der vorliegenden Frage allerdings nicht als chemisch 
indifferentes Gas zu betrachten, da die Erhéhung ihres Partialdrucks in 
der Umgebung die Abgabe aus den Geweben hemmen und dies durch 
Riickstauung entsprechend dem Massenwirkungsgesetz eine weitere Hem- 
mung der Oxydationsvorginge bedingen muB. Immerhin kann die An- 
wendung des Gases als gute Imitation der Vorginge bei der Erstickung 
dienen. 


1) Erzeugt aus Marmor und halb verdiinnter roher Salzsiure in der 
oben benutzten Gasentwicklungsflasche von Lumiére und Seyewetz. Regu- 
lierung des Gasstroms am Scheidetrichterhahn. 
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Dabei zeigte sich tatsichlich eine starke desensibilisierende Wirkung 
dieser Versuchsanordnung. 


Versuch 1. Weizen reiner Linie (Krottendorf). 48stiindige Quellung. 
Zwei Proben: a) Wurzellinge 6 bis 7mm, b) 8mm. Von beiden Proben 
Exemplare teils im Sauerstoffstrom, teils in atmospharischer Luft be- 
strahlt. Ein dritter Teil wird unbestrahlt gelassen. Dieser und die in atmo- 
spharischer Luft bestrahlten Kontrollen werden nachtriglich gleichlang 
dem Kohlensaiurestrome ausgesetzt. Bei allen Versuchen etwa 200 Blasen 
pro Minute. Beginn der Bestrahlung 20 Minuten nach Beginn der Gas- 
entwicklung. Vorher wurde bei diesem und allen anderen Versuchen stets 
der Austritt des Gases aus dem beim Fenster hinausgeleiteten Ableitungs- 
schlauch (Barytwasser, Ziindholz) nachgewiesen. Gesamtdauer der Gase 
entwicklung 34 Minuten. Distanz 20cm. Dosis 9 H. (Sabowraud, Haupt- 
probe und Kontrollprobe stets in peinlich gleichgehaltener Distanz von 
der Réhre.) 

Lange der Exemplare nach 16 Tagen: 

Unbestrahit: 77; 167; 112; 93; 116; 101; Mittel 112 mm. 

Im Kohlensdurestrom bestrahlte Probe: a) 120; 80; 100; 84; 88; 128; 
76; 77; 44; 55; Mittel 85mm = 76%. 

b) 130; 82; 108; 115; 107; 130; 107; 148; 113; 130; 90; 126; Mittel 
115 mm = 102%. 

In Luft bestrahlie Probe: a) 27; 2: 
28; 28; Mittel 25mm = 22%. 

b) 23; 22; 28; 21; 22; 23; 22; 24; 22; 21; 22; 18; 22; 21; 17; Mittel 
21 mm = 18%. 

Versuch 8. Weizen derselben Gattung. 48stiindige Keimung. Wurzel- 
lange 5mm. Gleiche Anordnung (,,zweite Versuchsanordnung‘). Vor- 
behandlung mit Gas 19 Minuten. Gesamtgasdauer 28 Minuten. Dosis 7 H 
aus 20cm Distanz. 

Nach 8 Tagen zeigen die Proben folgende Liangen: 

Unbestrahlt: 122; 127; 120; 81; 129; 115; 100; 117; 127; 115; Mittel 
115 mm. 

Im Kohlensdurestrom bestrahlt: 108; 120; 84; 103; 116; 123; 97; 123; 
126; 116; 100; 102; 103; 71; 97; Mittel 106mm = 92%. 

In Luft bestrahlt: 43; 67; 47; 42; 52; 43; 67; 52; 43; 69; 40; 39; 37; 
34; 31; 24; Mittel 46mm = 40%. 

Wie man sieht, wird bei Weizenkeimlingen die Wirkung einer 
die Kontrollen um 82° ihrer Wachstumsenergie schidigende Dosis 
durch das Verweilen im Kohlensaiurestrom wahrend der Bestrahlung 
vollkommen aufgehoben. 

Bei anderen Pflanzenspezies konnte durch diese Versuchsanordnung 
nur eine weitgehende Hemmung der Strahlenwirkung erzielt werden'). 
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2; 23; 26; 28; 28; 22; 22; 23; 


1) Die bereits bei dieser rohen Versuchsanordnung zum Ausdruck 
kommende Tatsache, daB der neuartige, durch den Sauerstoffzutritt be- 
dingte EinfluB auf die Empfindlichkeit nicht bei allen Arten den gleichen 
Anteil an der Empfindlichkeit der Objekte ausmacht, soll an ausgedehnterem 
Material verfolgt werden. Gleichzeitig wird auch das Verhalten verschie- 
dener ontogenetischer Stadien eines Objekts gepriift werden (im Gange 
befindliche Versuche). 
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Versuch 6. Wicken von 58stiindiger Keimung. Erste Versuchs- 
anordnung mit Abdeckung der unbestrahlten Hauptprobe durch dreifache 
Lagen Miillerschutzstoff (Technik s. 8. 364) und einem dariibergelegten 
Sandsack. Wurzellingen: Hauptprobe 4 bis 5mm, Kontrollprobe 6 bis 
7mm. Vorbehandlung mit Kohlenséiure 23 Minuten. Gesamtdauer der 
Kohlensiurebehandlung 35 Minuten. Distanz 20cm. Dosis 10 H. 

Linge der Proben nach 7 Tagen '): 

Hauptprobe: Unbestrahit: 128; 142; 132; 135; 127; 130; 126; 135; 
136; 138; 128; 150; 125; 128; 118; 106; Mittel 180 mm. 

Bestrahit: 90; 71; 81; 86; 89; 90; 98; 64; 66; 63; 65; 68; 64; 53; Mittel 
75mm = 57%. 

Kontrollprobe: Unbestrahit: 154; 150; 136; 142; 173; 164; 168; 133; 
159; 122; 130; 157; 145; 143; 168; Mittel 150 mm. 

Bestrahlt: 16; 15; 17; 18; 17; 16; 14; 17; 15; 23; 15; 22; 13; 14; 16; 
20; Mittel 16mm = 11%. 

Versuch 4. Wicken des vierten Quellungstages. Zweite Versuchs- 
anordnung. Wurzellinge 25 bis 28 mm. Gesamtversuchsdauer 34 Minuten. 
Bestrahlung 10 H aus 20cm. 

Linge der Proben nach 10 Tagen: 

Unbestrahite Probe: 188; 200; 196; 160; 175; 183; 160; Mittel 180 mm. 

Bestrahlte Hauptprobe: 138; 83; 58; 46; 73; 117; 75; 63; 98; 106; 
Mittel 85 mm = 47%. 

Bestrahlte Kontrollprobe: 32; 26; 32; 30; 25; 43; 22; 72; 25; 32; Mittel 
34mm = 18%. 

Versuch 7. Linsen, 36stiindige Quellung. Erste Versuchsanordnung. 
Wurzellangen beider Proben 1mm. Vorvergasung 20 Minuten. Gesamt- 
vergasungszeit 30 Minuten. Die Wurzeln waren durchweg nach oben zu 
(gegen die Réhre) ausgerichtet. (Die Wurzeln der Linsen gehen zumeist 
in spitzem Winkel vom Samen ab.) Entfernung 20em. Dosis 9 H. 


1) Bei diesem und allen mit Wicken und Linsen ausgefiihrten Ver- 
suchen bot auch die GréBe (Breite und Linge) des gréBten Blattes ein 
bequemes und zur raschen Orientierung geeignetes Mittel zur Beurteilung 
des Grades der Schidigung. Die hier versuchsweise vorgenommene Messung 
der Langen der gréBten Blatter ergab fiir die beiden unbestrahlten Proben 
iibereinstimmend 10 bis 12 mm; fiir die bestrahlte Hauptprobe das arith- 
metische Mittel von 7,2 mm (die Proben schwankten zwischen 6 und 10 mm); 
fiir die bestrahlte Kontrollprobe das arithmetische Mittel von 1,5 mm 
(die Proben schwankten zwischen 0,3 und 3mm). Bei Besichtigung er- 
scheinen diese Befunde viel eindrucksvoller. Dies ist ein wesentlicher 
experimenteller Vorteil der Wicken und Linsen auch gegeniiber anderen 
nahestehenderen Arten (Bohnen, Erbsen und Pferdebohnen), der besonders 
durch auBerst friihzeitiges Auftreten dieser Unterschiede noch erhéht wird. 
Man erhilt so bereits in den ersten Tagen ein grobes Bild tiber das Er- 
gebnis. Offenbar besitzen die Blatter bei diesen beiden Arten eine be- 
sonders hohe relative Empfindlichkeit, ein Verhalten, welches verstiindlich 
wird, wenn man erwiigt, daB auch die relative Empfindlichkeit der Wurzeln 
und oberirdischen Teile bei verschiedenen Arten verschieden ist: bei Linsen 
annaihernd gleichgroB, bei Roggen Wurzelempfindlichkeit Empfind- 
lichkeit der oberirdischen Teile, waihrend bei Weizen das Verhiltnis um- 


gekehrt ist. (Beide Befunde kénnen aus meinen oben mitgeteilten Versuchs- 


protokollen abgelesen werden.) 
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Lange der Proben nach 10 Tagen: 

Hauptprobe: Unbestrahlt: 115; 127; 120; 118; 106; 118; 107; 119; 
117; 102; 88; 132; 132; 122; 128; 122; Mittel 117 mm. 

Bestrahlt: 99; 67; 84; 85; 85; 95; 97; 91; 79; 109; 86; 107; 83; 57: 
60; 77; Mittel 85mm = 72%. 

Kontrollprobe: Unbestrahit: 134; 149; 140; 136; 138; 137; 135; 123; 
136; 155; 136; 139; 102; 120; 131; 119; 115; Mittel 182 mm. 

Bestrahlt: 29; 18; 36; 39; 35; 18; 23; 51; 16; 40; 22; 21; 21; 14; 15; 
17; Mittel 25mm = 19%. 


Es spricht sich also auch in diesen Versuchen eine weitgehende 
Herabsetzung der Empfindlichkeit der im Kohlensdurestrom bestrahlten 
Probe aus; wenngleich die Héhe der Dosis hier bereits ausreicht, um 
auch diese Probe noch zu schadigen. Da somit diese Versuchsanordnung 
die Empfindlichkeit der Proben nicht vollstiindig vernichtet sondern 
nur herabsetzt, so war zu erwarten, daB es bei Steigerung der Dosis 
méglich wiire, tiber die Grenze dieser Schutzwirkung der Kohlensiure 
hinaus zu gelangen, also zu einer Dosis, bei welcher kein Unterschied 
mehr besteht zwischen der Empfindlichkeit der in atmosphirischer 
Luft bestrahlten Probe und jener der Kohlensiureprobe. Das war 
auch tatsichlich der Fall. 

Versuch 3. Wicken des vierten Quellungstages. Zweite Versuchs- 
anordnung. Wurzellinge 30mm. Kohlensiurebehandlung von 31 Minuten 
Dauer. Distanz 20cm. Dosis 22 H. 

Lange der Proben nach 10 Tagen: 

Unbestrahlt: Mittel von acht gut stimmenden Exemplaren 147. 

Bestrahlte Hauptprobe: Mittel von zehn gut stimmenden Exemplaren 
24 = 16%. 

Bestrahlte Kontrollprobe: Mittel von neun gut stimmenden Exemplaren 
23,7 = 15,7 %. 

Wir kénnen also die Ergebnisse der Versuchsreihe folgendermaBen 
zusammenfassen: Ersatz der atmosphiarischen Luft durch Kohlensiure 
setzt die Empfindlichkeit der Keimlinge fiir mittlere Dosen weitgehend, 
bei Weizen sogar bis zum Ausbleiben jeder Strahlenwirkung herab. 
Hohe Dosen schidigen die differente Probe ebenso wie die Kontrolle. 
Die Strahlenempfindlichkeit wird also durch diese Behandlung schwer 
beeintrichtigt aber nicht vollkommen vernichtet!). 

Durch diese Versuchsreihe ist es somit gelungen, den Schwarzschen 
Versuch bei Pflanzen ganz unmittelbarerweise nachzuahmen: eine Imita- 
tion des Erstickungsvorgangs setzt auch bei pflanzlichen Objekten die 


1) DaB Herstellung anoxybiotischer Bedingungen die Empfindlichkeit 
nicht ganz aufhebt, ersieht man besser als aus diesen zu kurz dauernden 
Versuchen aus meinem Versuch 31 der ersten Mitteilung (S. 42), dessen 
21stiindige Dauer wohl zur restlosen Entfernung des im Gewebe befind- 
lichen molekularen Sauerstoffs ausgereicht haben diirfte. 
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Empfindlichkeit bedeutend herab; dadurch wird es mehr als wahrschein- 
lich gemacht, daB das wirksame Moment auch beim Schwarzschen 
Versuch in den beiden Versuchsanordnungen gemeinsamen Bedingungen 
des Gaswechsels gelegen sei. 

Wenn wir aber versuchen wollen, dabei zu konkreteren chemischen 
Vorstellungen tiber den Zusammenhang des Sauerstoffmangels mit der 
Desensibilisierung zu gelangen, so stoBen wir auf mehrfache Schwierig- 
keiten. Am nachsten ware es, an im molekularen Sauerstoff erfolgende 
Verbrennungen oder, besser noch, an Lichtreaktionen oxydativen Charakters 
anzukniipfen, welche auf Kosten des Luftsauerstoffs verlaufen und dem- 
entsprechend in ihrem Ablauf vom Partialdruck dieses Gases bestimmt 
werden, z. B. die Eosinlichtwirkungen. Die Analogie der Réntgenreaktion 
mit diesem Vorgange ist aber eine duBerst unvollkommene, denn der EinfluB 
der Sauerstoffkonzentration auBert sich bei der Réntgenreaktion viel 
weniger durchgreifend und nur in einem sehr beschrankten Konzentrations- 
intervall: vor allem hemmt absoluter Sauerstoffmangel die Réntgen- 
reaktion nicht vollkommen (wie es bei Eosin der Fall ist), ferner erhéht 
Vermehrung der Konzentration tiber den in der Atmosphire gegebenen 
Partialdruck (Sauerstoffstrom) die Empfindlichkeit nicht. Es erweist 
sich also lediglich der zwischen dem atmosphdrischen Sauerstoffdruck und 
dem Nullwert gelegene Konzentrationssprung als ausschlaggebend fiir die 
Empfindlichkeit. 

Die Analogie mit der Eosinlichtwirkung ist somit nicht geeignet, die 
Erscheinungen zu erklaren, und es fragt sich iiberhaupt, ob wir fiir die Er- 
kldrung mit den fiir reine photochemische Reaktionen maBgebenden, in den 
Affinitdten des unbelebten Substrats begriindeten Momenten das Auslangen 
finden, welche sich bisher entgegen unseren wiederholt ausgesprochenen ') 
Erwartungen iiberraschenderweise als allein mafBgebend fiir die GréfBe der 
Empfindlichkeit erwiesen hatten; und ganz besonders der eine Umstand, 
da®B sich ausschlieBlich jener Konzentrationssprung, der den Unterschied 
in den Bedingungen der Oxybiose und der Anoxybiose beinhaltet, der 
also (als einziger von den von mir experimentell gepriiften) die Stoffwechsel- 
vorgiinge der Keimlinge so tiefgehend beeinfluBt, sich als maSgebend fir 
die Empfindlichkeit erwiesen hat, la8t daran denken, da das eigentlich 
wirksame Moment in unseren Versuchen nicht von der Konzentration mole- 
kularen Sauerstof/s dargestellt wird, sondern daB zwischen der Sauerstoff- 
konzentration und dem Lichtvorgang noch irgend ein biologisches Moment 
eingeschaltet ist, dessen eigene Entstehungs- und Wirksamkeitsbedingungen 
in unseren Versuchsergebnissen mit zum Ausdruck kommen. Denn man 
gewinnt aus den Ergebnissen den Eindruck, da®8 sich bei der Sauerstoff- 
atmung im Gewebe eine fiir den Ablauf der Réntgenreaktion bedeutungs- 
volle (diese unterhaltende oder férdernde) Substanz bildet, welche in der 
intramolekular atmenden Pflanze fehlt, oder in geringerer Menge vorhanden 
ist; und es liegt nahe, dabei an die physiologischen Gewebsperoxyde zu 
denken: vielleicht handelt es sich dann also um eine intramolekular ver- 
laufende oxydative Lichtreaktion nach Art der Ederschen, deren Sauerstoft- 
spender Peroxyde sind, also um eine photochemische Oxydation eines licht- 
empfindlichen Gewebbestandteiles auf Kosten von Peroxydsauerstoff, und 


1) Erste Mitteilung S. 25; zweite Mitteilung 8. 352; Z. 5 bis 16 und 
21 bis 25. 
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unser Versuchsergebnis kénnte darum der Ausdruck dafiir sein, daB den 
physiologischen Peroxydgruppen der Gewebe in der Tat die gleiche sensibili- 
sierende Wirkung auf die Réntgenreaktion zukommt wie zugesetzten Peroxyd- 
gruppen und daB ihnen somit auch ein gewisser Anteil am Zustandekommen 
der normalen Empfindlichkeit zufdllt, dessen Wegfall infolge Ver- 
schwindens der Gruppen bei der Erstickung das Desensibilisierungsphinomen 
in den eben in Diskussion stehenden eigenen Versuchen und im Kom- 
pressionsversuch Schwarz erkliren wiirde: die Empfindlichkeit gleichartiger 
Objekte gleichen Entwicklungsstadiums lieBe sich dann als Funktion des 
Peroxydgehalts der empfindlichen Zellen darstellen. Damit ware vielleicht 
auch eine Méglichkeit gegeben (s. 8. 356) zu verstehen, wieso die den 
,Atmungsvorgang™ (in toto) weit intensiver hemmende Blauséurevergiftung 
die Empfindlichkeit nicht ebenfalls herabsetzt, sondern im Gegenteil erhéht 
(Anreicherung von Peroxyden infolge einseitiger Lahmung der Peroxyde 
zerstérenden Katalase durch das Gift Wo. Ostwald, |. c.). Uber die Berechti- 
gung dieses ganzen Erkldrungsversuchs miissen indessen erst weitere Unter- 
suchungen entscheiden. Derzeit kann er nicht mehr Geltung beanspruchen 
als eine der 8. 357 bis 358 angefiihrten Méglichkeiten zur Erklarung der 
Cyanwirkung. 


Wie nun auch die spezielle Mechanik dieses Zusammenhangs 
zwischen der Reaktion und der Sauerstoffversorgung der Gewebe be- 
schaffen sein mag: das Bestehen eines solchen Zusammenhangs iiberhau pt 
wird durch unsere beiden Versuchsreihen in hohem Grade wahrscheinlich 
gemacht. Die Férderung einer Reaktion durch ein Oxydationsmittel 
von hohem Sauerstoffpotential und die Hemmung der gleichen Reaktion 
durch Sauerstoffmangel wiirden wohl in der Auffassung, daf die Reaktion 
unter Beteiligung von Sauerstoff verlauft, die ungezwungenste Erklirung 
finden !). 


1) Wiirde die Reaktion an einem bekannten, und in beliebiger Menge 
in reinem Zustande zugiinglichen Substrate ablaufen, so wire die definitive 
Entscheidung dieser Frage durch den Nachweis von CO, unter den Re- 
aktionsprodukten zu erbringen. Bei der vorliegenden biologischen Reaktion 
wissen wir aber nicht, in welcher Zahl und welchen Mengenverhiltnissen 
sich die Gewebsbestandteile an der Reaktion beteiligen. Die Méglichkeit, 
daB der empfindliche Zellbestandteil eine fermentartige Substanz sein 
kann (seine Umsetzungsprodukte also nicht quantitativ faBbar zu sein 
brauchen), nimmt dem negativen Befund jede Beweiskraft; der positive 
aber wird durch den Umstand entwertet, daB mehrere Zellbestandteile 
unter dem Lichteinflu8 in Reaktion treten kénnen, wobei es nicht aus- 
geschlossen ist, daB nur ein Teil dieser Reaktionen oxydativ verliuft. 
Wenn auch letztere Méglichkeit nicht sehr naheliegt, so ist doch fiir den 
positiven Befund weiterhin besonders stérend, daB im Gewebe durch die 
Atemvorginge fortwihrend Bedingungen zur spontanen Kohlensiure- 
bildung gegeben sind; und diese Kohlensiiurebildung kann durch unsere 
Versuchsanordnung (durch Strahlenwirkung oder durch Temperaturein- 
fliisse) im positiven oder negativen Sinne beeinfluBt werden. Vielleicht 
1aBt sich hierbei die jetzt gegebene Moéglichkeit, die Lichtreaktion vom 
Atemvorgang (durch tiefe Temperaturen, Trockenheit des Substrats oder 
Cyanwirkung) weitgehend zu trennen, experimentell ausnutzen. 
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Die durch die vorliegenden Versuche nahegelegte Auffassung, 
daB die Reaktion zu den mit Ladungsinderung einhergehenden zu 
zihlen ist, wird aber auch ohne eine solche Bestitigung um so weniger 
auf Schwierigkeiten stoBen, als sie sich auf eine Reihe von chemischen 
und biologischen Tatsachen stiitzen kann, welche diesen Charakter 
der Reaktion voraussehen lieBen (siehe Einleitung und I. Mitteilung 
8. 25 und 39 bis 43) und mich zur Inangriffnahme der ganzen Versuchs- 
reihe veranlaBt haben: vor allem die groBe Hiufigkeit von Oxydations- 
vorgingen unter den Lichtreaktionen iiberhaupt (fiir welche wohl die 
geistvolle Arbeitshypothese Winklers, die die Oxydationsnatur der 
Lichtreaktionen sogar zum Ausgangspunkt seines Erklairungsversuchs 
des Zusammenhangs der physikalischen und chemischen Vorginge 
macht, das beredteste Zeugnis ablegt), sodann aber die besondere 
Haufigkeit von Oxydationsvorgingen unter jenen Lichtreaktionen, 
bei denen K6rperbestandteile zerstért werden (siehe 1. Mitteilung S. 25): 
Lichtreaktionen organischer Siiuren, die umfangreichen Metallkatalysen 
Neubergs, Lichtschidigung von Fermenten (Invertin), Tappeiners 
photodynamische Vorgiinge, Lichtschidigung von Bakterien und 
tierischem Gewebe und Gewebsbestandteilen. 

Und diesen Vorgiingen reiht sich nun die Réntgenreaktion an. 
Dadurch ist zwischen diesem in vieler Beziehung noch dunklem Vorgange 
und einer zum Teil ziemlich gut charakterisierten Gruppe von photo- 
chemischen Reaktionen der belebten und unbelebten Welt eine Briicke 
hergestellt, welche ihre Tragfaihigkeit zunichst wohl nur zu heuristischen 
Zwecken zu erweisen haben wird. Das Studium der BeeinfluBbarkeit 
der Reaktion durch systematische Variation der durch das Milieu ge- 
gebenen Bedingungen hat sich also an diesem einen Beispiel als geeignet 
erwiesen, unsere Vorstellungen vom Wesen der Reaktion zu erweitern. 


III. SchluBbetrachtungen. 

Am Eingange zu dieser Untersuchung habe ich die Erwartung 
ausgesprochen, da auch die innerhalb der lebenden Zellen ablaufenden 
photochemischen Reaktionen prinzipiell in ahnlicher Weise wie jene 
der unbelebten Welt einer Beeinflussung durch Zusitze von rein chemi- 
scher Wirksamkeit zugiinglich sein miissen, und ich konnte mich dabei 
auf meinen seinerzeit an cyanvergifteten Keimlingen erhaltenen Zufalls- 
befund stiitzen. Dieser Befund steht nun nicht mehr vereinzelt da, 
denn wir haben im Hydroperoxyd eine Substanz von ahnlicher Sensi- 
bilisierungswirkung gefunden, die aber keinen Zufallsbefund darstellt, 
sondern zu der wir in planmaBiger Auswertung der derzeit herrschenden 
Vorstellungen iiber das Wesen der Lichtreaktionen gelangt sind. 

HCN und H,0,, diese beiden uns untergekommenen Sensitatoren, 
sind nun aus Komponenten von iuBerst niedrigem Atomgewicht zu- 
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sammengesetzt, demzufolge sie in ihrem Absorptionsvermégen fiir 
R6éntgenstrahlen noch merklich hinter die als Trager der Empfindlichkeit 
geltenden, Phosphor und Schwefel enthaltenden KerneiweiSkérper 
zu stehen kommen und daher nicht in der Lage wiren, diese oder andere 
Zellbestandteile durch Erhéhung der Lichtabsorption optisch zu sensi- 
bilisieren. Wenn demnach rein physikalische Gesichtspunkte von der 
Erkliarung des von uns beobachteten Sensibilisierungsvorgangs aus- 
scheiden miissen, so konnten wir bereits bei der Blausiurewirkung 
auf der Suche nach anderweitigen Erklirungsméglichkeiten an der 
prignanten chemischen Aktivitat der Substanz um so weniger voriiber- 
gehen, als ihr die Fahigkeit zukommt, Pflanzen auch gegen aktinisches 
Licht zu sensibilisieren. Wenn schon die gleichzeitige Wirksamkeit 
innerhalb verschiedener Spektralbezirke nach den grundlegenden photo- 
chemischen Auffassungen (Vogel) nicht einem optischen, sondern einem 
chemischen Sensibilisator entspricht, so erhalt dieser Umstand durch 
die weitgehende Verschiedenheit der Absorptionsgesetze in beiden 
Spektralbezirken (Molekularfunktion bzw. Atomfunktion') ganz be- 
sonderes Gewicht, und wir kénnen die gemeinsame Ursache beider Sensi- 
bilisierungswirkungen der Blausdure daher nur in ihren chemischen 
Eigenschaften suchen'). 

In noch weit unmittelbarerer Weise kénnen wir aber bei der nun- 
mehr aufgefundenen Sensibilisierungswirkung des Hydroperoxyds 
den Zusammenhang mit den gleichfalls prignanten chemischen Eigen- 
schaften der Substanz erkennen, nicht nur durch die Oxydationsnatur 
der Lichtreaktionen tiberhaupt, welche die sensibilisierenden Eigen- 
schaften dieses Oxydationsmittels verstehen laBt, sondern in ganz 
direkter Weise durch die Ergebnisse unserer Kohlensiureversuche 
und durch eine Gegeniiberstellung der Resultate beider Versuchsreihen : 
beide Beeinflussungen (H,O,-Vergiftung und Kohlensiurestrom), welche 
ein in der normal atmenden Zelle bestehendes Gleichgewicht nach ent- 
gegengesetzter Richtung verschieben, beeinflussen auch die Empfindlich- 
keit der Zelle in entgegengesetztem Sinne. 

Die von uns vorausgesehene prinzipielle Méglichkeit, die in der 
lebenden Zelle ablaufende Réntgenreaktion durch Zusitze von rein 
chemischer Wirksamkeit zu beeinflussen, ist durch diese Versuche 
tatsiichlich bewiesen, und zugleich iiber Zufallsbefunde hinaus in den 
Bereich systematischer Erforschbarkeit geriickt, und es eréffnet sich 
die Aussicht, bei weiterer Ausdehnung solcher Versuche durch plan- 
maBige Ausnutzung aller von der photochemischen Erfahrung dar- 


1) Wenngleich der Mechanismus dieser Wirkung noch ungeklart ist 
und eine direkte und unmittelbare Beziehung der Substanz selbst zu den 
Reaktionsteilnehmern nicht unbedingt sichergestellt ist, vielmehr ein Umweg 
iiber andere Zellbestandteile nicht ausgeschlossen werden kann (s. oben). 
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gebotenen Méglichkeiten den Kreis der Substanzen von sensibilisierender 
Wirksamkeit noch zu erweitern!), und es kann wohl keinem Zweifel 
unterliegen, daB die weitere Verfolgung dieses hier versuchsweise ein- 
geschlagenen Weges auch von der Heranziehung konstitutionell- 
chemischer, physiologischer und pharmakologischer Gesichtspunkte 
eine wesentliche Férderung zu erwarten hat. 

Die Richtung dieses Weges ist wohl durch die nunmehr wahrscheinlich 
gewordene Oxydationsnatur der Reaktion vorgezeichnet: und dies vermag 
die Aussichten solcher Versuche nur zu erhéhen; gehéren doch die 
wirksamsten Lichtkatalysen der belebten wie der unbelebten Welt 
(fluoreszierende Farbstoffe, Metallkatalysen, alle Plattensensibili- 
sierungen) gerader dieser Gruppe von Reaktionen zu. Ob aber solchen 
Bestrebungen auch ein voller praktischer Erfolg (eine in der Zelle hin- 
reichend wirksame, ungiftige, leicht resorbierbare Substanz) beschieden 
sein werde, muB gleichwohl zweifelhaft erscheinen: welche Schwierig- 
keiten sich bei solchen Problemen noch auf der allerletzten Wegstrecke 
auftiirmen kénnen, zeigt das Beispiel der in vitro selbst auf Amében 
so wirksamen Fluoresceinpriparate, welche aber im Kérper des Warm- 
bliiters durch chemische Gegenkrifte beinahe vollkommen um den 
Erfolg gebracht werden! 
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1) Selbstverstiindlich kann bereits die Méglichkeit, durch Peroxyde 
sensibilisierende Wirkungen auszutiben, praktische Verwertung finden, 
vorausgesetzt, daB' die Versuche am Tier (bzw. Menschen) tiberhaupt 
reproduzierbar sind. Hydroperoxyd allerdings muf wegen seiner uner- 
wiinschten Nebenreaktion mit der Gewebs- und Blutkatalase (Luftembolie) 
ungeeignet erscheinen. Es sind aber Versuche im Gange, um die Einwirkung 
anderer, der Katalasewirkung nicht unterworfener Peroxyde und chemisch 
verwandter Substanzen auf die Empfindlichkeit zu prifen. 
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Uber die chemischen Bestandteile griiner Pflanzen. 
XXIV. Mitteilung’). 
Kritisches tiber das Vorkommen der Citronensiure in den Pflanzen. 
Von 
Hartwig Franzen und Fritz Helwert. 
(Aus dem chemischen Institut der Technischen Hochschule zu Karlsruhe.) 


(Eingegangen am 7. November 1922.) 


Vor einiger Zeit konnte der eine von uns gemeinsam mit Hrnst 
Keyssner) zeigen, da die allgemein verbreitete Ansicht, Apfelsaure sei 
als ein im Pflanzenreich weit verbreiteter Kérper nachgewiesen, nicht 
haltbar ist. Nur in verhiltnismabig wenig Pflanzen war ihr Vorkommen 
sichergestellt. In der gleichen Weise wie bei der Apfelsiure haben wir 
nun auch die Literatur iiber das Vorkommen der Citronensiure in den 
Pflanzen, einschlieBlich einiger Pilze, einer kritischen Durchsicht unter- 
zogen, um nur die sicher nachgewiesenen Vorkommnisse dieser Saure 
kennenzulernen, denn von der Citronensiiure gilt das gleiche wie von 
der Apfelsiure; von ihr wird ebenfalls angenommen, daf sie als ein 
allgemein verbreiteter Koérper im Pflanzenreich nachgewiesen sei. In 
den einschlagigen Handbiichern finden sich 223 Arbeiten aufgefiihrt, 
nach denen Citronensiure in 137 Pflanzen vorkommen soll. Eine Reihe 
von Arbeiten war uns nicht zugiinglich; sie ist weiter unten zusammen- 
gestellt. 

Die Beurteilung der Pflanzen wurde nach den gleichen Grund- 
siitzen durchgefiihrt, wie sie auch bei denen iiber die Apfelsiure an- 
gewandt wurden, d. h. die Citronensiure wurde nur dann als sicher 
nachgewiesen angesehen, wenn sie in einwandfreier Weise isoliert und 
die Siure selbst oder ihre Salze der quantitativen Analyse unterworfen 
wurden. Falls nur qualitative Reaktionen zur Kennzeichnung der 
Siure angewandt wurden, so wurde dies im allgemeinen nicht als zu- 
reichend angesehen. Den Gang der Unteruchung haben wir bei den 


1) 23. Mitteilung; H. Franzen und EF. Keyssner, siehe diese Zeitschr. 
135, 183, 1923. 
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einzelnen Arbeiten jedesmal kurz geschildert, damit sich jeder selbst 
ein Urteil bilden kann, ob der Nachweis zureichend ist oder nicht: 
unsere Ansicht haben wir kurz vermerkt. Legt man die bei der Apfel- 
siiure auseinandergesetzten Kriterien an die Arbeiten iiber Citronen- 
siure an, dann bleiben von den in der Literatur aufgefiihrten Vor- 
kommnissen dieser Saure in 137 Pflanzen nur noch die folgenden iibrig: 


Citronensiure ist wahrscheinlich nachgewiesen in: 

1. Tabak, Nicotiana Tabacum (Blatter). 

2. Maulbeere, Morus nigra (unreife Beere). 

3. Affenbrotbaum, Adansonia digitata (Frucht). 
Citronensaure ist sicher nachgewiesen in: 

1. Apfelbaum, Pirus malus (Stammrinde). 

2. Richardsonia scabra (Kraut und Wurzel). 

3. Weinrebe, Vitis vinifera (Blutungssaft). 
Sauerkirsche, Prunus cerasus (Blatter). 

5. Lupinensamen. 

6. Zuckerrohr, Saccharum officinarum (Saft des Rohres). 

7. Moosbeere, Vaccinium oxycaccos (Frucht). 

8. Krapp, Rubia tinctorum (Wurzel). 

9. Schéllkraut, Chelidonium majus (Kraut). 

10. Erbse, Pisum sativum (Samen). 

11. Wicke, Vicia sativa (Samen). 

12. Saubohne, Vicia faba (Samen). 

13. Vogelbeere, Pirus Aucuparia (Beeren). 

14. Citrone, Citrus Aurantium (Frucht). 

15. Johannisbeere, Ribes rubrum (Beere). 

16. Kirsche, Prunus avium (Frucht). 


Das Ergebnis der kritischen Durchsicht der Literatur ist also im 
Falle der Citronenséiure annaihernd ebenso schlecht wie in dem der 
Apfelsiure, da von den 137 Pflanzen, in denen diese Siure vorkommen 
soll, nur 16 iibrig bleiben, in denen ihre Anwesenheit sicher ist. Es ist 
also durchaus nicht sichergestellt, daB die Citronensiure ein allgemein 
verbreiterter Pflanzenstoff ist. 


Arbeiten, in denen das Vorhandensein yon Citronensiure in Pflanzen 
lediglich behauptet wird. 


1. Foucroy und Vauquelin (Ann. de Chim. (1) 65, 166, 1808): 
In der Zwiebel, Allium cepa. 

2. G. H. Stoltze (Berlin. Jahrb. f. Pharm. 18, 49, 1817; oder Deutsch. 
Jahrb. f. Pharm. 3, 48, 1817): 
In der Gichtrose, Rhododendron Chrysanthum. 

3. K. v. Grundner (Buchners Repert. f. Pharm. 96 (46), 322, 1847): 
Im Spindelbaum, Evonymus europaeus. 

4. Michaelis (Journ. f. prakt. Chem. (1) 54, 184, 1851): 
In der Runkelriibe, Beta vulgaris. 

5. F. Michaelis (Dinglers polytechn. Journ. 125, 57, 1852): 
In der Zuckerriibe, Beta vulgaris. 
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14. 


15. 


16. 


17. 


18. 


19. 


20. 


21. 


22. 


23. 


24. 


25. 


26. 


27. 





H. Franzen u. F. Helwert: 


3. V. Dessaignes und J. Chautard (Journ. de Pharm. et de Chim. 


(3) 21, 26, 1852; Journ. f. prakt. Chem. (1) 55, 323, 1852): 
In der Judenkirsche, Physalis Alkekengi. 


. Tilloy (Journ. de Pharm. et de Chim. (3) 28, 409, 1853): 


In der Meerzwiebel, Scilla maritima. 


. L. A. Buchner (Buchners neues Repert. d. Pharm. 2, 1, 1853; oder 


(3) 2, 1, 1853): 
In den Bliitenknospen von Spiraea Ulmaria. 


. V. Dessaignes (Journ. de Pharm. (3) 25, 24, 1854): 


In der indischen Rose, Tagetes erectus. 

F. Daubrawa (Wittsteins Vierteljahrsschr. f. prakt. Pharm. 3, 337, 
1854): 

Im Hirtentischelkraut, Capsella bursa pastoris. 

Deschamps (Ann. de Chim. et de Phys. (4) 1, 457, 1864): 

In den Samenkapseln des Schlafmohns, Papaver somniferum. 

F. Rochleder (Ber. d. deutsch. chem. Ges. 8, 238, 1870): 

In der Rinde und in den Blattern des Weichselbaumes, Cerasus acida. 
Wright und Patterson (The Chemical News 87, 6, 1878): 

In den unreifen Maulbeeren, Morus nigra. 

A. Klinger und A. Bujard (Repert. d. analyt. Chem. 7, 412, 1887): 
In den Bliiten von Bassia oleracea. 

E. Heckel und A. Schlagdenhaufen (Journ. de Pharm. et de Chim. 
(5) 19, 14, 1889): 

In den Bliiten von Dalium nitidum. 

W. A. H. Naylor und E. M. Chaplin (The Pharm. Journ. and 
Trans. (3) 20, 273, 1889/90): 

In Eunonymus atropurpureus. 

C. Mestre (Journ. de Pharm. et de Chim. (5) 24, 292, 1891): 
Im Orangensaft und -wein, Citrus aurantium. 

E. Mach und K. Portele (Landw. Vers.-Stat. 88, 72, 1891): 

In den PreiBelbeeren, Vaccinium Vitis Idaea. 

G. Dragendorff (Die Heilpflanzen der verschiedenen Vélker und 
Zeiten, 8. 397. Stuttgart 1898): 

Im Gerbersumach, Rhus coriaria. 

R. Kayser (Zeitschr. f. dffentl. Chem. 12, 155, 191, 1996): 

In den Himbeeren, Rubus idaeus. 

T. Takahaschi (The Bull. of the Coll. of Agric., Tokyo 7, 11, 1906): 
In den Friichten der japanischen Mispel, Eriobotrya japonica. 
Barrowcliff und Frank Tutin (Proc. of the Chem. Soc. 28, 249, 1908): 
In der Wurzel von Morinda longiflora. 

K. Windisch und Ph. Schmidt (Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- 
u. GenuBm. 17, 502, 1909): 

In verschiedenen Friichten. 

Th. Peckolt (Ber. d. deutsch. pharm. Ges. 19, 351, 1909): 

In Passiflora alata. 

R. H. Lott (The Chemical News 99, 169, 1909): 

In den Friichten von Viburnum nudum. 

I. M. Gilchrist (The Chemical News 99, 211, 1909): 

In Aralia hispida. 

B. Reed (The Chemical News 99, 303, 1909): 

In Pyrus arbutifolia. 
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im. 28. L. Gouldin (The Chemical News 100, 130, 1909): 
In den Friichten von Rosa centifolia. 

29. R. EH. Neidig (The Chemical News 102, 40, 1910): 
In der Frucht von Menispermum canadense. 

30. G. Scheets (The Chemical News 108, 172, 1911): 

der In Cornus Paniculatum. 

31. EB. Dawson (The Chemical News 106, 18, 1912): 
In Diervilla florida. 

32. C. B. Smith (The Chemical News 107, 266, 1913): 

a In den Schneebeeren, Symphoricarpus racemosus. 

37, 33. B. Armstrong (The Chemical News 107, 280, 1913): 
In Crataegus Macracantha. 

34. H. D. Gibbs und F. Agcaoili (The Philipp. Journ. of Science. 7, 
A., 403, 1912): 
In Citrus nobilis, Citrus lima und Citrus milis. 

35. D. S. Pratt und J. J. de Rosario (The Philipp. Journ. of Scienc., 
Manila, 8, A., 59, 1913): 
In Mangifera indica, Ananas sativa, Citrus decumana, Carica 
papaya, Carica hermaphrodite, Cucumus melo, Cucumus espanol, 
Citrullus vulgaris, Eugenia javanica, Carcinia mangostana, Psidium 
guajava, Sandoricum koetjape, Lansium domesticum, Durio 
zibethinus und Antidesma bunius. 

36. A. Kliitschareff (Journ. f. landw. Versuchsw., Berlin, 61, 174, 1913): 

a Im Tabak, Nicotiana Tabacum. 

37. J. du P. Cost Huizen und O. M. Scheed (Journ. of the Amer. Chem. 
Soc. 35, 1308, 1913): 
Im Tabak, Nicotiana Tabacum. 

38. P. Q. Keegan (The Chemical News 118, 86, 1916): 
In der Vogelwicke, Vicia cracca. 

39. Bracconot (Ann. de Chim. (2) 6, 122, 1817): 
In Clematis flammula, Kiichenschelle, Anemone pulsatilla, Busch- 
windréschen, Anemone nemorosa, Actaea spirata. 

40. Bérard (Ann. de Chim. et de Phys. 16, 225, 1821): 
In den Johannisbeeren, Ribes rubrum. 

41. O. Silvestri (Journ. de Chim. médical, de Pharm. et de Toxicologie, 
Paris, (5) 6, 382, 1870): 

): In den Friichten des Tomatobaumes, Cyphomandra batacca. 

42. Husemann und Hilger (Die Pflanzenstoffe, 8. 811): 

): In Drosera intermedia. 4 

43. G. F. Walz (Jahrb. f. prakt. Pharm. 26 (oder neue Folge 23), 297, 
1853; 27 (oder neue Folge 30), 12, 65, 129, 1853): 
Im Braunwurz, Scrophularia nodosa, Antonskraut, Serophularia 
aquatica, Leinkraut, Linaria vulgaris. 

44. E. Stockton und C. G. Eldredge (The Chemical News 98, 191, 1909): 
Im blauen HahnenfuB, Caulophyllum thalictroides ; in Cornus sericea. 

45. R. Schwarz (Ann. d. Chem. 84, 361, 1852; Sitzungsber. d. Wien. 
Akad. d. Wissensch. 9, 298, 1852): : 
In den Blattern der Alpenrose, Rhododendron Ferrugineum. : 

46. Rochleder (Ann. d. Chem. 84, 354, 1852; Sitzungsber. d. Wien. 
Akad. d. Wissensch. 9, 286, 1852): 
In der gemeinen Heide, Calluna vulgaris. 


Pree rer 





d 


RR ti C1 Dee er a 


PROT TOOL By on ly aS 


etrnegirec cies SAP aN 











388 





48. 


55. 


56. 


58. 
59. 
60. 


61. 


Je i; 
2. 


3. 


H. Franzen u. F. Helwert: 


7. A. Kawalier (Journ. f. prakt. Chem. (1) 64, 16, 1855; Sitzungsber. 


d. Wien. Akad. d. Wissensch. 18, 514, 1854): 

Im abendlindischen Lebensbaum, Thuja occidentalis. 

Rochleder (Journ. f. prakt. Chem. (2) 1, 437, 1870; Sitzungsber. 
d. Wien. Akad. d. Wissensch. 61, 1870): 

In den Friichten der Weichselkirsche, Cerasus acida. 


9. H. Biltz (Magaz. f. Pharm. von Geiger 8, 293, 1824): 


In den Hagebutten, Rosa canina. 


. F. Ohren (Zeitschr. f. Chem. 10, 28, 1867): 


In Galium Mollugo. 


. J. Lefort (C. r. 42, 91, 1856): 


Im Boletus pseudo-ignarius. 


. Peckolt (The Pharm. Journ. and Trans. 10, 343, 1879/80): 


In der Melone, Carica papaya. 


53. P. Carles (Botan. Jahresber. von Just 6, 251, 1878): 


In der Citrone, Citrus limonum. 


. E. Both (Botan. Jahresber. von Just 18, 429, 1890): 


In der Tomate, Solanum lycopersicum. 

Prescott (Botan. Jahresber. von Just 6, 251, 1878; Amer. Journ. 
of Pharm. 50, 566): 

Proust (Allgem. Journ. d. Chem. von Scherer 8, 626, 1802): 

In den Johannisbeeren, Ribes rubrum. 


. Riegel (Arch. d. Pharm. (2) 61, 3, 1850; Pharm. Zentralbl. 1850, 


8. 319): 

In der Myrte, Myrtus communis. 

Chevreul (Lecons de Chimie appliqué a la Teinture 2, 143, 1833; 
Pharm. Zentralbl. 1833, S. 191): 

Im Wau, Reseda luteola. 

Brandl und Rakowiech (Bull. de la Soc. chim. de Paris (2) 8, 471, 
1865): 

In den Bucheckern, Fagus sylvatica. 

Chautard und Dessaignes (Wittsteins Vierteljahrsschr. f. prakt. 
Pharm. 1, 593, 1852; Journ. de Pharm. 21, 24, 1852): 

In der Judenkirsche, Physalis alkekengi. , 

Wrigth und Patterson (Journ. of the Chem. Soe. of London 12, 
20, 1877): 

In den Maulbeeren, Morus nigra. 


Arbeiten, in denen die Fruchtsiuren titriert und als Citronensiure in Rechnung 


gezogen werden, 
E. Reich (Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBm. 22, 208, 1912): 
Reife und unreife Bananen, Musa sapientum. 
H. Krdémer (Amer. Journ. of Pharm. 85, 398, 1913): 
In den Friichten von Rhus glabra. 
Tatigkeitsbericht des chemischen Versuchs- und Hefereinzuchts- 
laboratorium der k. k. héheren Lehranstalt fiir Wein- und Obst- 
bau in Klosterneuburg: 
In den Himbeeren, Johannisbeeren, Stachelbeeren, Mirabellen 
und Pflaumen. 


. A. Behre und K. Frerichs (Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. 


GenuBm. 22, 733, 1912): 
Im Ananas, Ananas sativus. 
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5. Hepner (Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBm. 25, 204, 1913): 
In den Himbeeren, Rubus idaeus. 

6. Krzisan (Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBm. 11, 205, 1906): 
In den Himbeeren, Rubus idaeus. 

7. Zoller (Journ. of Ind. and Eng. Chem. 10, 364, 1918): 
In Citrus decumana. 

8. Chauvin (Moniteur scientifique (4) 22, 449, 1908): 
In verschiedenen Friichten. 

9. Warnington (Buchners Repert. d. Pharm. (3) 25, 69, 1876): 
In der Limone. 

10. Hempel (Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBm. 12, 725. 1906): 
In den Himbeeren, Rubus idaeus. 

11. Duggar (Ann. of the Missouri Botanical Garden 1, 237, 1914): 
In den Tomaten, Solanum Lycopersicum. 


Arbeiten, in denen versucht wurde, die aus Pflanzen abgeschiedene Siure 
als Citronensiure durch qualitative Reaktionen zu kennzeichnen. 


C. W. Scheele (Crells chem. Ann. 2, 291, 1785) hat in einer ganzen Reihe 
von Friichten Citronensiure aufgefunden; die von diesem Forscher an- 
gewandte Methode des Nachweises der fraglichen Saure ist jedoch, wie 
aus der Arbeit von Hartwig Franzen und Ernst Keyssner iiber das Vor- 
kommen der Apfelsiture in den Pflanzen hervorgeht, nicht zureichend, 
um die Anwesenheit der Saiure in den erwihnten Friichten sicherzustellen. 
Viel Citronensiure und fast gar keine Apfelsiure wurde in den folgenden 
Friichten gefunden: Moosbeeren, Vaccinium oxycoccus, PreiBelbeeren, 
Vaccinium vitis idaea, Traubenkirschen, Prunus padus, Bittersii8, Solanum 
dulcamare, Hagebutten, Rosa canina. Zu ungefihr gleichen Teilen Citronen- 
siure und Apfelsiure sind nach Scheele enthalten in den: Stachelbeeren, 
Ribes grossularia, Johannisbeeren, Ribes rubrum, Heidelbeeren, Vaccinium 
myrtillus, Mehlbeeren, Crataegus avia, Erdbeeren, Fragaria vesca, blasse 
Brombeere, Rubus chamaemorus, Himbeere, Rubus idaeus. Wenig oder 
gar keine Citronensdure enthalten: Berberitzen, Berberis vulgaris, Holunder- 
beeren, Sambucus nigra, Schlehen, Prunus spinosa, Vogelbeeren, Pirus 
aucuparia, Pflaumen, Prunus armeniaca. Nach Scheele ist die Siure der 
unreifen Weintrauben, Vitis vinefera, und der Tamarinden, Tamarindus 
indica, ganz und gar Citronensiure. Diese letztere Angabe ist ein weiterer 
Beweis dafiir, daB die Methode Scheeles unzureichend ist, um die Citronen- 
siure mit voller Sicherheit nachzuweisen, da die Séure dieser Friichte 
ganz tiberwiegend aus Weinsiure besteht. Ferner spricht fiir die Unzuver- 
lassigkeit der Methode Scheeles die Angabe, daB die Sauren der Johannis- 
beeren zu ungefahr gleichen Teilen aus Citronensiiture und Apfelsiure be- 
stehen, wahrend Hartwig Franzen und Eugen Schuhmacher nachweisen 
konnten, daB die Citronensiure bei weitem iiberwiegt. 

Der von Scheele gefiihrte Nachweis der Citronensdure in den weiter oben 
aufgefiihrten Friichten ist unzureichend. 

Vauquelin (Ann. de Chim. (1) 5, 98, 1790] stellte aus Tamarinden, 
Tamarindus indica, einen wisserigen Auszug her, fillte mit Pottasche die 
Weinsaure aus und kochte dann mit Kreide, wobei sich unter Aufbrausen 
ein Niederschlag bildete. Dieser wurde mit Schwefelsiure zersetzt und das 
Filtrat vom Gips eingedunstet, wobei ,,die auf ein kleines Volumen redu- 
zierte Fliissigkeit sich in eine Masse weiBer unregelmaBiger Kristalle ver- 
wandelte, die sich in Wasser leicht auflésten und deren Auflésung weder 
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durch Oxalsaure, noch durch salzsauren Baryt oder Pottasche gefallt 
wurde, aber die einen Niederschlag mit Kalkwasser bildete‘‘. Aus diesen 
Reaktionen wird geschlossen, daB Citronensiure vorliegt. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

P. A. Adet (Crells Ann. 2, 191, 1800; Ann. de Chim. 25, 32, 1798; 
Allgem. Journ. d. Chem. von Scherer 1, 663, 1798) dampfte Ananassaft, 
Ananas sativus, auf drei Viertel seines Volumens ein, fallte Zucker und 
Schleimstoffe durch Alkohol, dampfte das Filtrat ein, nahm den Riick- 
stand mit zwei Teilen Wasser auf, fallte mit Calciumcarbonat und filtrierte 
den reichlichen Niederschlag ab. Aus dem Filtrat schied sich am Boden 
des GefaiBes eine diinne weibe Kruste ab, auf der sich kleine undurch- 
sichtige weiBe, unregelmaBig gruppierte Flitter befanden. Nach dem Ab- 
filtrieren wurde die Kristallisation mit Wasser ausgekocht, wobei sich 
die kleinen Kristillchen lésten. ,,Der Niederschlag, welchen ich vermittelst 
des kohlensauren Kalkes bekommen, und die Kristallisation, die ich zu- 
gleich erhalten hatte, gibt mir hinlanglichen Aufschlu8 iiber die Natur 
dieser Saiure. Der Niederschlag kiindigt mir die Gegenwart der Citronen- 
siure, die Kristallisation die Gegenwart der Apfelsiure in dem Saft der 
Ananas an.‘ 

Der Nachweis ist unzureichend. 

Henry Bracconot ,Ann. de Chim. (1) 74, 276,, 1810] fallte den Saft 
griner Walnu@schalen, Juglans regia, mit Bleiacetat, zerlegte den Nieder- 
schlag mit Schwefelwasserstoff und dampfte das Filtrat vom Bleisulfid 
ein; dann wurde Calciumcarbonat hinzugefiigt, erhitzt und filtriert; beim 
Eindampfen wurde eine kérnige, gefarbte Masse erhalten und aus dieser 
durch Behandeln mit kaltem Wasser der apfelsaure Kalk herausgelist ; 
der unlésliche Teil wurde mit Schwefelsiure zersetzt und dabei eine noch 
durch Apfelsiure verunreinigte Citronensiure erhalten. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

Vogel (Schweigers Journ. f. Chem. u. Phys. 6, 101, 1812) dampfte 
den filtrierten farblosen Saft der Meerzwiebel, Scilla maritima, auf die 
Halfte ein; beim Erkalten setzte sich ein aus feinen, glinzenden Nadeln 
bestehender Niederschlag ab. ,,Durch weitere Versuche, welche ich weiter 
unten anfiihren werde, habe ich mich iiberzeugt, daB dieser Niederschlag 
aus zitronensaurem Kalk besteht.‘‘ ,,Eine allgemeine Tatsache ist, daB 
Meerzwiebelwein und Meerzwiebelessig nach einiger Zeit einen Niederschlag 
absetzen.‘‘ Dieser Niederschlag wurde getrocknet, zur Entfernung von 
Gerbstoff mit Alkohol extrahiert, dann mit verdiinnter Schwefelséure 
zersetzt, das Filtrat vom Calciumsulfat konzentriert und ein Teil in kon- 
zentrierte Kalilauge eingetragen, wobei kein Niederschlag entstand. Hieraus 
wird auf die Abwesenheit von Weinséure geschlossen. Kalkwasser bildete 
mit der konzentrierten Lésung einen Niederschlag, der sich sowohl in 
Weinsaure als auch in Citronensiéure wieder aufléste. ,,Es erhellt hieraus, 
daB dieser Niederschlag kein kleesaurer Kalk sein konnte, welcher, wie 
bekannt, sich nicht in Citronensaéure oder Weinsaure auflést.‘‘ ,,[ch muB 
hieraus schlieBen, daB die Bodensitze im Meerzwiebelwein und Meer- 
zwiebelessig aus zitronensaurem Kalk und Gerbstoff bestehen.‘‘ 

Der Nachweis ist wnzureichend. 

Henry Bracconot [Ann. de Chim. et de Phys. (2) 6, 122, 1817] kochte 
10 g der Fruchthiillen des Nelkenpfeffers, Pimenta officinalis, mit Alkohol 
aus; der beim Erkalten sich absetzende Niederschlag wurde mehrmals 
mit kochendem Wasser behandelt und die wasserigen Ausziige zur Trockne 
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eingedampft. Aus dem Riickstand wurden durch Alkohol gummiartige 
Massen entfernt, dann mit Bleiacetat gefillt und aus dem Bleiniederschlag 
die freie Saure gewonnen. Mit dieser wurden eine Reihe qualitativer Reak- 
tionen angestellt, die aber absolut nicht sicher beweisen, da8 Citronen- 
sdure vorliegt. 

Der Nachweis ist wnzureichend. 

Vogel (Schweigers Journ. f. Chem. u. Phys. 20, 413, 1818) preBte 
Heidelbeeren, Vaccinium myrtillus, aus und filtrierte den Saft. ,,Er enthalt 
weder freie noch gebundene Weinsiure und bildet mit Kalkwasser keinen 
Niederschlag, welcher weinsteinsaurer Kalk sein kénnte.‘‘ Erst beim Kochen 
entsteht ein Niederschlag von weiSen Kristallen. ,,Es bildeten sich aber 
beim Abrauchen weife erdige Kristalle von zitronensaurem Kalk. Die 
iiber diesen Kristallen schwimmende Fliissigkeit wurde mit essigsaurem 
Blei versetzt, worauf ein gelblich weiBer Niederschlag erfolgte, welcher 
in apfelsaurem. Blei bestand.“ 

Der Nachweis ist unzureichend. 


Payen (Journ. de Pharm. 9, 386, 1823; Jahrb. d. Chem. u. Phys. 9, 
338, 1823; Schweigers Journ. 89, 338, 1823) erschépfte Georginenknollen, 
Dahlia variabilis, zunachst mit Alkohol und zog dann mit Wasser unter 
Zusatz von etwas Ammoniak aus. Der wiasserige Auszug wurde mit einem 
UberschuB8 von Calciumcarbonat gekocht und dann filtriert. ,,Der Nieder- 
schlag enthielt zitronensauren und apfelsauren Kalk; man trennte sie und 
erhielt aus ihnen die Apfel- und Citronensiure nach dem Verfahren 
Vauquelins.“* 

Der Nachweis ist unzureichend. 

Henry Bracconot (Ann. de Chim. et de Phys. (2) 25, 368, 1824] fallte 
den Saft von Topinamburknollen, Helianthus tuberosus, mit Bleiacetat, 
zerlegte den Bleiniederschlag mit Schwefelwasserstoff und engte das Filtrat 
vom Bleisulfid ein. Aus dem nicht kristallisierenden Riickstand schied 
Alkohol eine kérnige weiBe Masse ab, die zum Teil aus Calciumcitrat be- 
stand. ,,Die alkoholische Lésung der Saure triibte sich durch Erhitzen 
und wurde durch Abkiihlen wieder klar. Die Saiure wurde mit Calcium- 
carbonat gesittigt, die Lésung zur Trockne eingedampft und der Riickstand 
mit etwas Wasser gewaschen. Es blieb ein weiBes, wenig lésliches Kalksalz 
zuriick, welches mit Schwefelsiure zerlegt wurde; aus dem Filtrat vom 
Gips wurde eine Saure erhalten, die alle Eigenschaften der Citronensdure 
zeigte.“ 

Der Nachweis ist unzureichend. 

Tilloy (Journ. de Pharm. 13, 306, 1827; Berzelius Jahresber. 7, 244, 
1828) zerquetschte, um Citronensiiure zu gewinnen, 100 Pfund Johannis- 
beeren, Ribes rubrum, bzw. Stachelbeeren, Ribes Grossularia, lieB zunichst 
den Zucker vergiren, preBte das Ganze aus und siittigte mit kohlensaurem 
Kalk. ,,Der zitronensaure Kalk wird ausgewaschen und auf die gewohnliche 
Weise durch verdiinnte Schwefelsdiure zersetzt‘‘; die erhaltene Saure wird 
durch nochmaliges Fallen, Zerlegen des Kalksalzes und durch Kochen 
mit Tierkohle gereinigt und dann die Lésung zur Kristallisation eingedampft. 
Die Saure wird so nicht ganz farblos erhalten, kann aber durch wiederholte 
Kristallisation gereinigt werden. Da weder Analysen noch qualitative 
Reaktionen angegeben sind, diirfte es nicht sicher sein, ob Tilloy tatsichlich 
reine Citronenséiure in Handen gehabt hat. 

Der Nachweis ist unzureichend. 
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Lebreton (Journ. de Pharm. 14, 383, 1828) zog Pomeranzen, Citrus 
Bigaradia, mit Alkohol aus, dampfte den Auszug ein, behandelte den 
Riickstand mit Ather, léste in Wasser und fallte mit Bleiacetat. Das Filtrat 
vom zersetzten Bleiniederschlag wurde bei 20 bis 25° verdunstet ; bei langerem 
Stehen schieden sich Kristalle ab, die durch Umkristallisieren gereinigt 
wurden. ,,Die Lésung rétete Lackmus, gab mit Kalkwasser ein unlésliches 
Salz, aber zerlegte keine Kalksalze; bei teilweiser Neutralisation mit Atzkali 
entstand kein Niederschlag; alle die Merkmale lassen auf Citronensiure 
schlieBen.** 

Der Nachweis ist unzureichend. 


Justus Liebig (Ann. de Pharm. 5, 141, 1833) versetzte den Saft der 
Vogelbeeren, Pirus aucuparia, mit kohlensaurem Kalk bis zur beinahe 
neutralen Reaktion, fallt mit Bleinitrat und kocht den Bleiniederschlag 
so lange mit verdiinnter Schwefelsiure, bis er seine kérnige Beschaffenheit 
verloren hat. Zu der breiartigen Masse wird Schwefelbarium so lange zu- 
gesetzt, bis Barium im Uberschu8 vorhanden ist, der Niederschlag ab- 
filtriert, das Filtrat mit Schwefelbarium und zuletzt mit Bariumcarbonat 
volistandig gesittigt und erhitzt. Beim Neutralisieren bildet sich stets 
ein groBer kérniger Niederschlag von weinsaurem und zitronensaurem 
Baryt, von welchem abfiltriert wird. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


L. F, Bley (Journ. f. prakt. Chem. (1) 6, 294, 310, 1835] fallte den 
wasserigen Auszug der Aprikosen, Prunus armeniaca, mit Bleiacetatlésung, 
zerlegte den Bleiniederschlag mit Schwefelwasserstoff, engte das Filtrat 
vom Bleisulfid ein und entfernte durch Behandeln mit Alkohol Gummi- 
stoffe. Die alkoholische Lésung lieferte beim Eindunsten eine gelbbraune, 
sirupartige Fliissigkeit, die bei langerem Stehen an warmer Luft kristalli- 
nische Ansitze zeigte. Bley halt die Kristalle fiir unreine Citronensiéure, 
gemischt mit Spuren Apfelsiure. Uber die Trennung der beiden Sauren 
ist nichts angegeben. Die Apfelsiure wird durch die Reaktion mit schwefel- 
saurem Kupferoxydammoniak, wobei ein apfelgriiner Niederschlag entsteht, 
gekennzeichnet. Die Citronenséiure wird in folgender Weise nachgewiesen: 
,In Wasser zeigte sich diese Saure leicht léslich, schwieriger in Alkohol. 
Die Lésung in Wasser verhielt sich gegen Reagenzien also: Lackmus 
stark gerdtet; Bleizucker starken weiBen Niederschlag; Kalkwasser Nieder- 
schlag, in Salpetersiure léslich; Kalilésung gab nach der Sattigung eine 
braune hygroskopische Salzmasse; kohlensaures Natron gab ein braunes 
Salz, welches ebenfalls ein wenig Feuchtigkeit zeigte.*‘ 

Der Nachweis ist unzureichend. 


L. F. Bley [Arch. d. Pharm. d. Apothekerver. im nérdlichen Teutsch- 
land, ganze Reihe 63 (zweite Reihe 13), 251, 1838] dickte den Saft vollig 
reifer Himbeeren, Rubus idaeus, ein, entfairbte mit Tierkohle und sittigte 
mit Kreide. Aus dem Niederschlag wurde durch Behandeln mit heiBem 
Wasser apfelsaurer Kalk herausgelést und das unlésliche Kalksalz mit 
Schwefelsaure zersetzt. Das Filtrat vom Gips schied nach dem Eindampfen 
,schwach gelblich gefabte Kristalle von sehr saurem Geschmack, die in 
freier Flamme schmolzen, aufblihten, unter anfangs zuckeraihnlichem, 
hernach stechendem Geruch verkohlten. In Wasser lésten sich die Kristalle 
leicht. Die Auflésung gab, mit kohlensaurer Kalkerde versetzt, ein kristal- 
linisches Salz.“ ,,Salzsaure Kalklésung gab weder Triibung noch Kristall- 
salz. Essigsaures Blei bewirkte einen Niederschlag, salpetersaures nicht. 
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Goldlésung ward schnell reduziert. Die Saure ist fiir Citronensiure zu 
halten. Das Mengenverhiltnis zu Apfelsiure wie 8: 13.‘ 

Der Nachweis ist unzureichend. 

Fr. Michaelis [Arch. d. Pharm. d. Apothekerver. im nérdlichen Teutsch- 
land (2) 18, 236, 1838] preBte Kartoffeln, Solanum tuberosum, aus, ver- 
dunstete den Saft, nahm den Riickstand mit Wasser auf, filtrierte und 
fallte das Filtrat mit Bleiacetatlésung. Der Bleiniederschlag wurde mit 
Schwefelwasserstoff zerlegt, das Filtrat vom Bleisulfid eingedampft und 
durch Behandeln mit Alkohol Gummistoffe entfernt. ,,[In der davon ge- 
trennten Fliissigkeit zeigte sich mir Citronensiure, aber keine Spur Wein- 
siiure.** 

Der Nachweis ist unzureichend. 

Walz [{ Jahrb. f. prakt. Pharm. 7 (oder neue Folge 4), 285, 1843; 8 (oder 
neue Folge 5), 149, 1844] extrahierte die gréblich gepulverte Wurzel von 
Escholtzia californica mit durch Essigsiure angesiituertem Wasser, fallte 
dann mit Ammoniak und weiterhin mit Bleiacetatlésung. Aus dem Blei- 
niederschlag wurden Barytsalze hergestellt und diese mit Weingeist aus- 
gezogen. Der in Weingeist unlosliche Anteil von den Barytsalzen wurde 
mit heiBem Wasser ausgezogen; es fand sich in der Lésung: Salzsaure, 
Citronensaure, “Apfelsiure sara 

Der Nachweis ist unzureichend. 

Walz [Jahrb. f. prakt. Pharm. 5 (oder neue Folge 2), 284, 1842] be- 
handelte den eingedickten wisserigen Auszug der Wurzeln der Einbeere, 
Paris quadrifolia, mit Alkohol in der Warme, filtrierte vom Unldéslichen 
ab, verdampfte den Alkohol und nahm den Riickstand mit Wasser auf. 
,—s entstand durch Bleizucker ein bleibender Niederschlag; nach der 
Zersetzung mit Hydrothionsaure enthielt er Citronensaure, Apfelsiure usw.“ 

Der Nachweis ist unzureichend. 

C. Riegel [Arch. d. Pharm., zweite Reihe 55 (ganze Reihe 105), 151, 
1848] fallte den Saft reifer Beeren von Vitis sylvestris mit Bleiacetat, zerlegte 
den Bleiniederschlag mit Schwefelwasserstoff und versetzte das Filtrat 
vom Bleisulfid mit Atzbaryt. Der Barytniederschlag bestand ,,aus wein- 
saurem, apfelsaurem und einer geringen Menge zitronensaurem Baryt. 
Die von diesen Salzen abfiltrierte Fliissigkeit wurde zur Trockne verdunstet 
und mit Ather digeriert, der nur Spuren von Chlorophyll daraus aufnahm; 
Alkohol entzog ihm eine geringe Menge Farbstoff. Der in Ather und Alkohol 
unlésliche Teil der Salzmasse bestand aus weinsaurem, ‘apfelsaurem und 
zitronensaurem Baryt.* 

S. 154. ,,Die Ahnlichkeit der reifen Beeren der Vitis sylvestris mit 
den reifen Beeren von Sambucus ebulus und nigra und Vaccinium myrtillus 
veranlaBte noch eine vergleichende Untersuchung..., die iibrigen Be- 
standteile der Beeren von Sambucus ebulus und nigra sind. .. hauptsichlich 
Apfelsiure mit Spuren Citronensiure.... Die Heidelbeeren enthalten 
Apfel- und Citronensiure.“ 

Der Nachweis ist unzureichend. 

E. Riegel [Arch. d. Pharm., zweite Reihe 61 (der ganzen Reihe 111), 
161, 1850] zerstieB 2 Pfund reife Beeren der Myrte, Myrtus communis, 
und unterwarf sie der Wasserdampfdestillation, bis keine Oltrépfehen 
mehr iibergingen. ,,Der Riickstand von der Destillation wurde filtriert, 
im Wasserbade verdampft, hierauf mit Alkohol bei gelinder Warme bis 
zur volligen Erschépfung behandelt. Nach Entfernung des groBten Teiles 
des Alkohols durch Destillation wurde der Riickstand im Wasserbade 
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verdampft und das zuriickgebliebene Extrakt a) mit Ather ausgezogen 
(6lharziger Riickstand), b) mit Alkohol ausgezogen (Zucker, Extraktiv- 
stoffe), c) der in Ather und Alkohol unlésliche Riickstand des urspriing- 
lichen wisserigen Extrakts ward in Wasser gelést.‘‘ Der mit Schwefel- 
wasserstoff zerlegte Bleiniederschlag wurde ,,mit Ammoniak neutralisiert, 
dann mit einer Auflésung von Chlorbarium und salpetersaurem Silber ver- 
setzt, wodurch in beiden Fallen ein weiBer, in Salpetersiure léslicher Nieder- 
schlag entstand. Chlorcalcium bewirkte bei gewéhnlicher Temperatur 
keinen Niederschlag, wohl aber beim Kochen einen weifBen, in Kali un- 
léslichen, in Ammoniaksalzen und freier Saéure léslichen Niederschlag- 
Citronensaure. “* 

Der Nachweis ist unzureichend. 

H. Bracconot [Journ. f. prakt. Chem. (1) 89, 134, 1850] extrahierte 
100 g Eicheln, Quercus pedunculata, Quercus sessiliflora, mit Wasser, 
filtrierte und dampfte das Filtrat bis zur Honigkonsistenz ein. Nach einem 
Jahre hatten sich ,,harte sandaihnliche K6rner und ein fein zerteiltes erdiges 
Salz‘* abgeschieden. Die Abscheidung wurde mit Alkohol gewaschen und 
dann mit siedendem Wasser behandelt, wobei das erdige Salz ungelést 
zuriickblieb, welches abfiltriert wurde. 0,1g. Bei der Kinwirkung von 
verdiinnter Schwefelsiure entstand schwefelsaurer Kalk; das Filtrat von 
diesem kristallisierte nach dem Eindampfen mit groBer Schwierigkeit. 
,,Die wasserige Lésung wurde durch salpetersaures Bleioxyd nicht getriibt. 
Mit essigsaurem Bleioxyd entstand ein reichlicher weiSer Niederschlag, 
der sich nicht in Essigsiure, wohl aber in verdiinnter Salpetersiure aufléste. 
In kleiner Menge in Barytwasser gegossen, entstand ein weiBer voluminéser 
Niederschlag, der durch Salpetersiure wieder verschwand. Kalkwasser 
wird im Augenblick des ZusammengieBens nicht getriibt, erst nach 2 Stunden 
hat sich ein geringer Niederschlag gebildet. Nach den angegebenen Eigen- 
schaften scheint die fragliche Saure Citronenséure zu sein.“ 

Der Nachweis ist unzureichend. 

E. Willigk (Ber. d. Wien. Akad. d. Wissensch. 9, 302, 1852; Journ. 
f. prakt. Chem. (1) 58, 205, 1852; Ann. d. Chem. 84, 363, 1852] untersuchte 
die Blatter des Sumpfporstes, Ledum palustre. ,,Das braunrote Dekokt 
gibt auf Zusatz von Bleizucker einen in Essigsiure beinahe unléslichen 
Niederschlag von schmutzig-brauner Farbe, spater entsteht ein gelber, 
in verdiinnter Essigsiure leicht léslicher Niederschlag.‘‘ Gerbsiure. Der 
erste Niederschlag wurde entbleit, das Filtrat mit Tierkohle behandelt 
und die gereinigte Lésung verdunstet. ,,Aus der konzentrierten Lésung 
kristallisierte nach mehrere Monate langem Stehen die Citronenséure in 
groBen regelmaéBigen Kristallen aus.“ 

Der Nachweis ist unzureichend. 

Justus Wolff (Wittsteins Vierteljahrsschr. f. prakt. Pharm. 3, 1, 1854) 
zerlegte den aus dem wisserigen Auszug des Birkenschwamms, Boletus 
scaba, erhaltenen Bleiniederschlag mit Schwefelwasserstoff, dampfte das 
Filtrat vom Schwefelblei zur Sirupdicke ein und nahm den Riickstand mit 
Wasser auf. ,,Die Lésung gab mit Kalkwasser einen in Salmiak léslichen 
Niederschlag; das Filtrat triibte sich beim Erhitzen. Mit Bariumchlorid 
entstand in dieser Lésung kein Niederschlag; ebenso keiner beim Erwarmen 
mit molybdinsaurem Ammon und Salpetersiure.“ ,,Demnach bestanden 
die von Riegel (Jahrb. f. prakt. Pharm. 12, 168) gefundene Schwammsiure 
und Boletsiure aus Weinsiure, Citronensiure und Apfelsdure.“ 

Der Nachweis ist unzureichend. 
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H. Hlasiwetz [Journ. f. prakt. Chem. (1) 65, 445, 1855; Sitzungsber. 
d. Wien. Akad. d. Wissensch. 15, 165, 1855] fallte die Abkochung der 
Wurzel des Hauhechels, Ononis spinosa, mit Bleizucker, zerlegte mit 
Schwefelwasserstoff und dampfte das Filtrat vom Bleisulfid langsam zur 
Sirupdicke ein. Nach langem Stehen setzten sich kleine geschmacklose 
Kristalle ab; sie wurden abfiltriert, mit Wasser gewaschen, in Wasser 
gelést und mit Schwefelstiure zersetzt; das Filtrat vom Gips gab nach 
wochenlangem Stehen harte, stark saure Kristalle, die alle Eigenschaften 
der Citronensiure besafen. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

F. Vielguth (Wittsteins Vierteljahrsschr. f. prakt. Pharm. 5, 193, 1856) 
trocknete ganze Pflanzen von Galium mollugo, jedoch ohne Wurzel und 
extrahierte die gréblich gepulverten Pflanzen zunichst mit Ather, dann 
mit Alkohol und kochte schlieBlich mit Wasser aus. Der wiisserige Auszug 
wurde mit Bleiacetat gefallt, der Bleiniederschlag mit Schwefelwasserstoff 
zerlegt und das Filtrat vom Bleisulfid ,,mit Kalkwasser versetzt und ge- 
kocht; es entstand kaum eine leise Triibung, Spuren von Citronensaure 
anzeigend‘‘. Das Filtrat vom Bleiniederschlag gab mit Ammoniak einen 
zitronengelben Niederschlag, der abfiltriert und mit Schwefelwasserstoff 
zerlegt wurde. ,,Ein Teil dieses Filtrats schiittelte man mit Kalkwasser. 
In der Kalte entstand dadurch keine Triibung, wohl aber, als die Mischung 
erhitzt wurde. Es war folglich Citronenséiure vorhanden.“ 

Der Nachweis ist unzureichend. 

J. Lefort [Journ. de Pharm. et de Chim. (3) 29, 198, 1856] entfarbte 
den geklarten Saft von Agaricus campestris mit Tierkohle, dampfte bis 
zur Kristallisation ein und filtrierte das Gemisch von Mannit und Fumar- 
siure ab. Die Mutterlauge wurde mit Bleiacetat gefallt, der Bleinieder- 
schlag mit Schwefelwasserstoff zerlegt und das Filtrat vom Bleisulfid ein- 
gedampft, um die letzten Anteile Fumarsiaure zu entfernen. Das Filtrat 
wurde mit Ammoniak neutralisiert, mit Calciumchloridlésung versetzt und 
dadurch Calciumsulfat und Calciumphosphat ausgefallt. Das Filtrat hiervon 
triibte sich beim Erhitzen unter Bildung von unléslichem Calciumcitrat. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

J. Lefort [Journ. de Pharm. et de Chim. (3) 31, 445, 1857] engte den 
wasserigen Auszug von 1 kg vollkommen trockener Triiffeln auf etwa 
250 cem ein, fillte mit schwach basischem Bleiacetat, zerlegte den Blei- 
niederschlag mit Schwefelwasserstoff und engte das Filtrat vom Blei- 
sulfid bis zur Sirupdicke ein; Fumarsaure schied sich nicht aus. Die Fliissig- 
keit wurde mit Ammoniak neutralisiert und durch Calciumchloridlésung 
Phosphorsiiure und Schwefelsiure ausgefillt. Das Filtrat von der Fallung 
gab beim Kochen eine Triibung von Calciumcitrat; in dem Filtrat hiervon 
konnte Apfelsiure nachgewiesen werden. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

J. B. Enz (Wittsteins Vierteljahrsschr. f. prakt. Pharm. 7, 182, 1858) 
extrahierte das Blattpulver des Ehrenpreis, Veronica officinalis, zunichst 
mit Ather, dann mit Alkohol und schlieBlich mit heiBem Wasser. Die 
wisserige Lésung gab mit Eisenchlorid eine griinliche Farbung, mit Jod- 
lésung und Gipslésung keine Veranderung, waihrend Alkohol einen flockigen 
Niederschlag erzeugte. ,,Auferdem bestiitigten die Vorreaktionen das 
spurenweise Vorhandensein folgender Saéuren: Citronensiure, Apfelsiure, 
Weinsaure. “* . 

Der Nachweis ist unzureichend. 
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F.. Michaelis [ Journ. f. prakt. Chem. (1) 46, 467, 1859] fallte Riibensaft, 
Beta vulgaris, zur Entfernung von Pektinstoffen mit Alkohol und machte 
mit Ammoniak alkalisch. Mit essigsaurem Magnesium wurde zuniachst 
die Phosphorséiure und dann mit essigsaurem Kalk die Oxalsiiure ab- 
geschieden; das ammoniakalische Filtrat wurde eingedampft, bis es neutral 
reagierte, dann mit Ammoniak alkalisch gemacht und mit Bleizucker 
gefallt. Der Bleiniederschlag wurde mit Schwefelwasserstoff zerlegt, das 
Filtrat vom Bleisulfid eingeengt und mit Ather extrahiert. Nach dem Ver- 
dampfen des Athers blieb ,,rein weiBe, kristallisierte Citronensiure zuriick™. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

G. Leube jun. (Wittsteins Vierteljahrsschr. f. prakt. Pharm. 9, 321, 
1860) extrahierte 50 g fein gepulverte Kamala, Rottlera tinctoria, zunachst 
mit Ather und kochte dann mit Wasser aus. Der wiasserige Auszug wurde 
mit Bleiacetat gefallt, der Bleiniederschlag mit Schwefelwasserstoff zerlegt, 
das Filtrat vom Bleisulfid ..., ,,mit Kalkwasser gab er kalt keinen, 
beim Kochen aber einen flockigen Niederschlag, der sich in der Kalte 
wieder léste“*. Im Filtrat vom Bleiniederschlag erzeugte Ammoniak einen 
Niederschlag; dieser mit Schwefelwasserstoff zerlegte Niederschlag ,,gab 
aber ebenfalls mit Kalkwasser erst beim Kochen einen und beim Abkiihlen 
wieder verschwindenden Niederschlag’. ,,Diese Reaktionen lassen auf 
Anwesenheit von Citronensiure und ... schlieBen.‘ 

Der Nachweis ist unzureichend. 

W. Lindau (Wittsteins Vierteljahrsschr. f. prakt. Pharm. 10, 406, 1861) 
unterwarf 1,5 Pfund Rinde von Cedrela Febrifuga der Wasserdampfdestil- 
lation, filtrierte den Destillationsriickstand und fallte die wisserige Lésung 
mit Bleiacetat. Das Filtrat vom Bleiniederschlag gab, mit Ammoniak 
neutralisiert, einen Niederschlag, der mit Schwefelwasserstoff zerlegt wurde. 
Das Filtrat vom Schwefelblei wurde auf ein kleines Volumen eingedampft 
und von abgeschiedenen erdfarbenen Massen abfiltriert. In dem sauren 
Filtrat wurde durch Kalkwasser ein Niederschlag hervorgerufen, der ab- 
filtriert wurde. ,,Brachte man das Filtrat zum Kochen, wodurch abermals 
eine starke Triibung entstand, die indessen beim Erkalten vollstandig 
verschwand (Citronensiaure).“ 

Der Nachweis ist unzureichend. 

Fr. Schnitzer (Wittsteins Vierteljahrsschr. f. prakt. Pharm. 11, 1, 1862) 
extrahierte Lopezwurzeln mit Wasser, zerlegte den Bleiacetatniederschlag 
mit Schwefelwasserstoff und filtrierte vom Bleisulfid ab. In dem Filtrat 
erzeugte Chlorbarium eine schwache Triibung. ,,Kalkwasser bewirkte 
darin einen flockigen Niederschlag, von dem man schnell abfiltrierte. In 
dem Filtrat wurde durch Erwarmen aufs neue ein flockiger Niederschlag 
erzeugt, der beim Erkalten wieder verschwand, mithin die Gegenwart 
ven Citronensiure andeutete.** Das Filtrat vom Bleiniederschlag wurde 
mit Ammoniak gefallt und der Niederschlag mit Schwefelwasserstoff zer- 
legt. Aus dem eingeengten Filtrat vom Schwefelble: schied sich nichts aus. 
,»,Hisenchlorid und Kalkwasser zeigten auch hier die Gegenwart von Gerb- 
stoff und Citronensiure an.‘ 

Der Nachweis ist unzureichend. 


J. Hanamann (Wittsteins Vierteljahrsschr. f. prakt. Pharm. 12, 517, 
1863) extrahierte den gréblich gepulverten Samen von Phalaris canariensis 
zunachst mit Ather, dann mit Alkohol und schlieBlich mit Wasser. Der 
wiisserige Auszug wurde mit Bleiacetat gefallt und das Filtrat vom Blei- 
niederschlag mit Ammoniak neutralisiert; der so erhaltene Niederschlag 
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wurde mit Schwefelwasserstoff zerlegt und das Filtrat vom Schwefelblei 
..mit Kalk behandelt, welches dadurch klar blieb, sich aber beim Erwirmen 
triibte und beim Erkalten wieder klarte. Dieses Verhalten deutet auf die 
Anwesenheit von Citronensiure.* 

Der Nachweis ist unzureichend. 

Fr. M. Braude und V. v. Rakowiecki (Wittsteins Vierteljahrsschr. 
f. prakt. Pharm. 18, 33, 1864) extrahierte Bucheckern, Fagus sylvatica, 
gunichst mit Ather, dann mit warmem Alkohol und zuletzt mit kaltem 
Wasser. Der wisserige Extrakt wurde eingedampft und durch Behandeln 
des Riickstandes mit Alkohol Pektinstoffe entfernt. Die alkoholische Lésung 
wurde von Alkohol befreit und die wisserige Lésung mit Bleiacetat gefallt. 
Der Bleiniederschlag wurde mit Essigsiiture behandelt, worin er sich zum 
Teil léste, das Filtrat mit Ammoniak versetzt und der hellgelbe Niederschlag 
mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Das Filtrat vom Bleisulfid gab ,,mit 
Kalkwasser durch die erst beim Erwiirmen eingetretene Triibung, welche 
in der Kalte wieder verschwand, die Gegenwart von Citronensaure zu 
erkennen“. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


E. Dieterich (Wittsteins Vierteljahrsschr. f. prakt. Pharm. 15, 201, 1866) 
extrahierte zerkleinerte Edelkastanien, Castanea vesca, zuniachst mit 
Ather, dann mit Alkohol und weiterhin mit kaltem Wasser; der wasserige 
Auszug wurde mit Bleiacetat gefallt und im Filtrat vom Bleiniederschlag 
durch Sattigen mit Atznatron ein weiterer Bleiniederschlag erzeugt. Dieser 
wurde mit Schwefelwasserstoff zerlegt; im Filtrat vom Bleisulfid fanden 
sich Spuren von eisengriinender Gerbsiiure, auch noch Citronensaure, ,,denn 
mit Kalkwasser tibersattigt, entstand beim Kochen eine Triibung, die 
beim Erkalten wieder verschwand™. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


V. Leutner (Pharm. Zeitschr. f. RuBland 10, 687, 1871) digerierte mit 
Alkohol und Ather erschépfte Vanille, Vanilla planifolia, mit Wasser und 
fallte den wiasserigen Auszug mit Bleiacetat. Der Bleiniederschlag wurde 
dann durch Auskochen mit Wasser von apfelsaurem Blei befreit. Der in 
Wasser unlésliche Teil des Bleiniederschlags wurde mit Essigsiiure digeriert 
und filtriert; aus dem essigsauren Filtrat wurden durch Ammoniak die 
Bleisalze wieder ausgefallt und nach dem Abfiltrieren in alkoholischer 
Suspension mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Das Filtrat vom Bleisulfid 
wurde eingedampft; in dieser Fliissigkeit brachte Chlorcalcium und Kalk- 
wasser einen Niederschlag hervor, welcher sich in Chlorammonium wieder 
léste; die von diesem Niederschlag abfiltrierte Fliissigkeit gab beim Er- 
hitzen eine Triibung. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


Grdager (Neues Jahrb. f. Pharm. 36, 209, 1871) untersuchte die Sauren 
der PreiBelbeeren, Vaccinium vitis idaea; iiber ihren Nachweis findet sich 
nur: ,,Was die Natur der freien Saure anbelangt, so ist sie in der Haupt- 
sache als Citronensiure anzunehmen. Hierfiir spricht nicht nur das Ver- 
halten des Kalksalzes, von welchem als charakteristisch angegeben wird, 
daB es beim Kochen seiner wiisserigen Lésung sich ausscheide, wie ich es 
auch bei dem durch reinen kohlensauren Kalk neutralisierten Safte gefunden 
habe. Andererseits spricht fiir Citronensiiure auch die Kristallform, aus 
der durch Schwefelwasserstoff aus dem Bleisalz abgeschiedenen Saure.* 

Der Nachweis ist unzureichend. 
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Thomas D. Mcklhenie (Amer. Journ. of Pharm. 44, 198, 1872) ver- 
setzte eine Gallone des Saftes reifer Tomaten, Solanum Lycopersicum, in 
heiBem Zustande so lange mit Calciumcarbonat, bis die Gasentwicklung 
aufhérte. Die Kalksalze wurden mit Schwefelsiure zersetzt und das Filtrat 
vom Gips eingedampft. Die nach mehrwéchigem Stehen abgeschiedene 
kristalline Masse, die durch braunen Extraktivstoff verunreinigt war, 
wurde nach dem Gang von Wills Tabellen untersucht und Citronensaure, 
Apfelsiure und Oxalsiiure gefunden. Um die Sauren zu trennen, wurde 
die Masse mit Wasser aufgenommen, die Lésung mit Kalkwasser neutra- 
lisiert und gekocht, bis Calciumcitrat ausfiel. Dieses wurde mit Schwefel- 
siure zerlegt, das Filtrat vom Calciumsulfat eingedampft und sich selbst 
iiberlassen. Es schieden sich Kristalle ab, die aber mit einer farbigen ziaihen 
Masse verunreinigt waren. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


Grdger (Neues Jahrb. f. Pharm. 39, 193, 1873) gibt im Anschlu8 an 
seine friihere Arbeit eine Methode zur Darstellung von Citronensiure aus 
PreiBelbeeren. Die Beeren werden ausgepreBt, der Saft mit Leim geklirt, 
mit Kalk neutralisiert und gekocht, bis aller zitronensaurer Kalk aus- 
gefallt ist; das Kalksalz wird aus Wasser umkristallisiert und durch Schwefel- 
siure die Citronensiure in Freiheit gesetzt. Er fand, daB die Saure der 
PreiBelbeeren nicht aus reiner Citronensiure, sondern zu einem Viertel 
bis einem Drittel aus Apfelsiure besteht; die Beeren scheinen um so mehr 
Citronensaure zu enthalten, je reifer sie sind. Aber auch in den vdollig reifen 
Beeren fehlt die Apfelsiure nicht ganz. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

E. Schulze (Landw. Jahrb. 5, 840, 1876) fallte den wisserigen Extrakt 
der Lupinen mit Bleiacetat und behandelte den Bleiniederschlag zur Ex- 
traktion des zitronensauren Bleies mit Ammoniak, wobei der gréBte Teil 
des Niederschlags sich aufléste. ,,Die aus dieser Lésung durch angemessene 
Behandlung abgeschiedene freie Saéure gab die charakteristischen Reak- 
tionen der Citronensiéure. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

v. Dragendorff (Arch. d. Pharm. 212, 121, 1878) extrahierte Ubyaea 
Schimperi mit Wasser, fallte mit Bleiacetat und zerlegte den Bleinieder- 
schlag mit Schwefelwasserstoff. Im Filtrat vom Bleisulfid wurde durch 
Kalkwasser beim Erwiirmen ein Niederschlag erzeugt und deshalb auf 
Citronensiure geschlossen. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

E. O. v. Lippmann (Ber. d. deutsch. chem. Ges. 12, 1649, 1879) gewann 
aus den Kalkniederschligen der Zuckerfabrikation durch Zerlegen mit 
Schwefelsiure, Aufnehmen mit Alkohol und Fillen mit Ather Citronen- 
siure. Nahere Kennzeichnung fehlt. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


H. van Allen (Amer. Journ. of Pharm. 52, 441, 1880) extrahierte 
drei Unzen Rinde von Viburnum prunifolium zunichst mit Ather und 
perkolierte dann mit Wasser. Das saure Perkolat gab mit Kalkwasser 
einen Niederschlag (Oxalsiure); das Filtrat gab beim Kochen einen zweiten 
Niederschlag, der abfiltriert und mit Essigsiure gewaschen wurde; er léste 
sich klar in Ammoniak; beim Kochen der Lésung wurde ein Niederschlag 
von zitronensaurem Kalk erhalten. 

Der Nachweis ist unzureichend. 
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George A. Ferdinand [Amer. Journ. of Pharm. 52, 295, 1880; Justs 
Botan. Jahresber. 8 (1), 385, 1880] kochte Kranbeerensaft, Vaccinium 
macrocarpum, und neutralisierte durch Zusatz von Calciumearbonat und 
Kalkmilch; der entstandene Niederschlag wurde abfiltriert, mit kochendem 
Wasser gewaschen und getrocknet. In der wiasserigen Lésung des Nieder- 
schlags entstand auf Zusatz von Calciumchloridlésung beim Kochen ein 
weiBer Niederschlag. Silbernitratldsung gab einen farblosen Niederschlag, 
der sich erst nach lingerem Kochen schwirzte. Auf Zusatz von Permanganat 
trat beim Kochen keine Reduktion ein. Auf Zusatz von Caleiumhydroxyd- 
lésung trat in der Kalte keine Reduktion ein, beim Kochen bildete sich 
jedoch ein weiBer Niederschlag. Aus diesen Reaktionen wird auf die Gegen- 
wart von Citronenséiure geschlossen. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


W. Griining (Arch, d. Pharm. 220, 594, 1882) extrahierte je 200 g der 
Rhizome der weiBen und gelben Teichrose, Nymphaea alba und luteum, 
mit Wasser, fallte zunichst die Gerbsaiure durch Kupferacetat aus, ent- 
kupferte durch Schwefelwasserstoff und fallte dann mit Bleiacetat. Der 
Bleiniederschlag wurde mit Schwefelwasserstoff zerlegt, das Filtrat vom 
Bleisulfid mit Natronlauge neutralisiert und mit Chlorcalcium und Kalk- 
wasser versetzt. Der verhiltnismaBig groBe Niederschlag enthielt die 
Kalksalze der Weinsiure und Oxalsiure. ,,Das Filtrat vom Kalknieder- 
schlag schied beim Erhitzen zitronensauren Kalk ab; die davon abfiltrierte 
Lésung wurde mit Alkohol fraktioniert gefallt; zuerst fiel Calciumcitrat, 
dann apfelsaurer Kalk aus.“ 

Der Nachweis ist unzureichend. 


Nessler und Barth (Zeitschr. f. analyt. Chem. 21, 63, 1882) dampften 
100 cem Wein, Vitis vinifera, ein, behandelten den Riickstand mit Alkohol, 
verdampften letzteren und lésten den Riickstand in Wasser zu 20 cem. 
Die Lésung wurde mit Kalkmilch abgestumpft, filtriert, das Filtrat auf 
100 cem gebracht, mit 0,5 bis 1 ecm Bleiacetatlésung gefallt, der Bleinieder- 
schlag mit Schwefelwasserstoff zerlegt, das Filtrat vom Bleisulfid mit 
diinner Kalkmilch alkalisch gemacht, um die Phosphorsiure abzuscheiden, 
das Filtrat mit wenig Essigsiure angesituert und \% bis 1 Stunde stehen 
gelassen, um eventuell vorhandene Weinsiure als weinsauren Kalk ab- 
zuscheiden. Das Filtrat wurde zur Trockne eingedampft, mit heibem 
Wasser aufgenommen und konzentriert, bis zitronensaurer Kalk ausfiel. 
,,Nach dieser Methode kann man 20 mg zugesetzte Citronensaure zu 100 cem 
Wein deutlich nachweisen; wir erhielten einen Niederschlag, der 13 mg 
Citronensiiture entsprach.““ Zum sicheren Nachweis der Citronensiure 
diirfte die Methode ungeeignet sein. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


Kossowitsch (Journ. d. russ. physik.-chem. Ges. 19, 272, 1887) ver- 
setzte Moosbeerensaft, Vaccinium oxycoccos, mit Kaliumchloridlésung; ein 
Niederschlag entstand nicht; Weinsiure war also nicht zugegen; der mit 
Ammoniak neutralisierte Saft gab auf Zusatz von Calciumchloridlésung 
keinen Niederschlag; Oxalsiture war also abwesend. Der mit Kalium- 
carbonat neutralisierte Saft gab beim Kochen auf Zusatz von Calcium- 
chloridlésung einen Niederschlag von Calciumcitrat; das Filtrat von diesem 
gab auf Zusatz von Alkohol keinen Niederschlag; Apfelsiure war also 
abwesend. 

Der Nachweis ist unzureichend. 
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G. Campani und S. Grimaldi (Gaz. chim. ital. 18, 441, 1888) extra 
hierten den Samen der weiSen Lupine, Lupinus albus, mit Wasser, ent- 
fernten Protein- und Pektinstoffe und untersuchten nun nach der von 
Post (Traité complet d’analyse chimique) angegebenen Methode. Aus dem 
gewonnenen Calciumecitrat wurde die Citronensiure in schénen Kristallen 
erhalten. 

Der Nachweis ist unzureichend, 

Edo Claassen (Pharm. Rundsch. New York 8, 59, 1890) fallte den wasse- 
rigen Blatterauszug von Cephalanthus occidentalis mit Bleiacetat, kochte 
die Bleisalze mit Alkohol aus und zersetzte dann mit Schwefelwasserstoff. 
Das Filtrat vom Bleisulfid wurde eingedampft und der Riickstand mit 
Alkohol ausgezogen. Man erhilt so schon eine ziemlich gereinigte Saure, 
aus deren wisseriger Losung, wenn man mit etwas Chlorammon und einem 
Uberschu8 von Chlorcalcium und Ammoniak lingere Zeit kocht, ein reich- 
licher Niederschlag von Calciumcitrat sich absetzt. 

Der Nachweis ist unzureichend. 2 

Edo Claassen (Pharm. Rundsch. New York 8, 107, 1890) riihrte zer- 
quetschte Kranbeeren mit heiBem Wasser an, versetzte mit einem geringen 
Uberschu8 von Kalkmilch und fiigte dann einen geringen Uberschu8 von 
Salzsiure hinzu. Dann wurde abfiltriert, ausgewaschen und das Filtrat 
unter gelindem Erwiirmen mit tiberschiissigem Ammoniak versetzt; die 
abgeschiedenen Flocken wurden abfiltriert, das Filtrat zur Trockne ein- 
gedampft und der Riickstand unter Zusatz von Ammoniak mit siedendem 
Wasser tibergossen. Das nicht geléste Calciumcitrat wurde abfiltriert und 
mit heiBem Wasser gewaschen. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

F. Olze (Sitzungsber. d. physik.-med. Soc. in Erlangen, Heft 22, S. 17, 
1890) zog Frucht und Blatter der PreiBelbeeren, Vaccinium vitis idaea, 
mit Wasser aus, fallte den wisserigen Auszug mit Bleiacetat und schiittelte 
das Filtrat vom Bleisulfid mit Ather aus. Der nach dem Abdestillieren des 
Athers verbleibende Riickstand wurde mit Wasser aufgenommen, mit 
Natriumcarbonat neutralisiert, Kalkwasser und ein UberschuB von Calcium- 
chlorid hinzugesetzt. Hierbei entstand ein Niederschlag, weswegen auf 
Weinsaiure geschlossen wurde; das Filtrat vom weinsauren Kalk gab beim 
Kochen einen weiteren Niederschlag, weswegen auf Citronensiure ge- 
schlossen wurde. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

Edo Claassen (Pharm. Rundsch. New York 8, 262, 1890) untersuchte 
in der gleichen Weise wie Cephalanthus occidentalis auch Rhus aromatica 
und fand angeblich Citronensiure. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

E. Belzung (Journ. de Botanique 5, 25, 1891) lie’ junge Pflanzenteile 
der weiBen Lupine, Lupinus albus, sich in einer Lésung von Calciumcitrat 
oder Calciumacetat (1 bis 3 g im Liter) entwickeln; unter den innegehaltenen 
Bedingungen vollzog sich die Keimung innerhalb mehrerer Wochen. ,,Be- 
trachtet man die Zellen der Lupinen nach einigen Tagen Einflu8 von Calcium- 
nitrat unter dem Mikroskop, so tiberwuchern nach einigen Minuten zahl- 
reiche kugelférmige Kristallhaufen, gebildet von kurzen Nadeln, mehr 
oder weniger gepreBt, ebenso hiiufig isolierte Nadeln oder Biischel die ganze 
schwammartige Zellsubstanz. Vergleiche mit dargestelltem Calciumcitrat 
ergaben Ubereinstimmung.* 

Der Nachweis ist unzureichend. 
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Wilhelm Keim (Zeitschr. f. analyt. Chem. 30, 401, 1891) versetzte 
den Saft der Sauerkirschen, Prunus cerasus, mit frisch gefalltem kohlen- 
sauren Kalk in nicht zu groBem UberschuB, engte stark ein und fallte die 
Kalksalze durch Alkohol. Diese wurden dann mit kohlensaurem Natron 
gekocht und dadurch in eine Lésung der Natronsalze umgewandelt.  ,,Die 
durch Essigsaiure neutralisierte L6sung wurde, um Apfelsiure und Bernstein 
siure in Lésung zu halten, mit Ammoniumacetat versetzt und daraut 
mit Calciumacetat bei Siedehitze behandelt. Der entstandene Niederschlag 
wurde filtriert und unter Zuhilfenahme von Essigsiure gelést, mit Blei 
acetat gefallt, filtriert, gewaschen, in Wasser suspendiert und durch Schwefel 
wasserstoff zerlegt. Das Filtrat wurde verdunstet, mit 90proz. Alkohol 
ausgezogen und die Lésung abermals zur Trockne gebracht. Mit der auf 
diese Weise isolierten Citronensiiure konnten die charakteristischen Reak- 
tionen ausgefiihrt werden.‘ 

Der Nachweis ist unzureichend. 

Salomon Frankfurt (Landw. Versuchsstat. 48, 149, 1894) fallte den 
wasserigen Auszug ungekeimter Hanfsamen, Canabis sativa, mit Blei- 
acetat, zerlegte den Bleiniederschlag mit Schwefelwasserstoff, fallte noch 
zweimal mit Bleiessig und zerlegte den Bleiniederschlag wieder; das Filtrat 
wurde ,,konzentriert mit Kalkwasser gesittigt und eine Zeitlang gekocht; 
es schied sich ein kristallinisches Kalksalz aus, das in Chlorammonium 
losung léslich war. Die Reaktion beweist das Vorhandensein von Citronen- 
siure.** 

Der Nachweis ist unzureichend. 

W. Nacken (Forschungsberichte tiber Lebensmittel und ihre Beziehungen 
zur Hygiene, iiber forense Chemie und Pharmakognosie, 2, 358, Miinchen, 
1895) fallte 4 Liter Heidelbeersaft, Vaccinium myrtillus, mit Bleiacetat, 
zerlegte den Bleiniederschlag mit Schwefelwasserstoff und entfernte aus 
dem Filtrat vom Bleisulfid durch Kochen mit Tierkohle den Farb- und den 
Gerbstoff. ,,Zur Trennung der einzelnen Sauren wurde das Verhalten ihrer 
Kalksalze benutzt. Ein Zusatz von Chlorcalciumlésung und Kalkwasser 
zum farblosen Filtrat rief keinen Niederschlag hervor, wodurch die Ab- 
wesenheit von Oxalsiure und Weinsiure nachgewiesen war. Eine alko- 
holische Kaliumacetatlésung gab ebenfalls auch nach langerem Kochen 
keine Fallung. Zur Abscheidung von Citronensiiure wurde zum Sieden 
erhitzt, wobei sich eine reichliche Fallung zeigte, die auf dem Filter mit 
siedend heiBem Wasser ausgewaschen wurde. Nach dem Eindampfen 
des Filtrats auf wenige Kubikzentimeter trat die Ausscheidung von ipfel- 
saurem Kalk ein, die durch Alkoholzusatz vervollstiindigt wurde.” 

Zur Identifizierung wurden die Niederschlige wie folgt weiter be- 
handelt: Die erste Fallung, die zu einem kleinen Teil aus kohlensaurem 
Kalk bestand, wurde mit kaltem Wasser ausgelaugt, die Lésung mit Essig- 
siure schwach angesiuert und mit Bleiacetat gefillt. Durch Zersetzung 
der ausgewaschenen Bleifallung mit Schwefelwasserstoff wurde eine reine 
Citronensiurelésung erhalten, die auf dem Wasserbade zur Kristallisation 
eingedampft wurde. Die erhaltenen Kristalle wurden als Citronensiure 
durch den Schmelzpunkt und das charakteristische Verhalten  ihres 
Bariumsalzes erkannt. Selbst nach wochenlangem Stehen blieb das Bariuim- 
salz amorph; dagegen zeigte dasselbe ein kristallinisches Gefiige, wenn os 
sich aus einer schwach mit Essigsiiure angesiiuerten Lésung abschied; 
unter dem Mikroskop betrachtet, in Gestalt kleiner, teils zu dichten Biischeln 
vereinigter Niadelchen.** 
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Die wenigen qualitativen Proben diirften nicht zureichend sein, um 
die Anwesenheit von Citronensiure in den Heidelbeeren sicherzustellen. 
Der Nachweis ist unzureichend. 


A. Berg und C. Gerber [Bull. de la Soc. chim. de Paris (3) 15, 1050, 
1896] wiesen Citronensiure und Apfelsiure in Mesembryanthemum auf 
folgende Weise nach: die Pflanzenteile wurden mit Wasser ausgezogen, 
der Extrakt mit Bleiacetat gefallt, der Bleiniederschlag mit Schwefel- 
wasserstoff zerlegt und das Filtrat vom Schwefelblei aingedampft. Gibt 
die Lésung mit Kalkwasser einen Niederschlag, so wird die ganze Lésung 
bis zur schwach alkalischen Lésung damit versetzt, der Niederschlag ab- 
filtriert und mit Essigsiure behandelt; bleibt ein unléslicher Riickstand, 
so ist dies Calciumoxalat. Das Filtrat wird zur Trockne eingedampft und 
nach M. Mohlow [Bull. de la Soc. chim. (3) 4, 728] mit einer Lésung von 
lproz. Resorcin in Schwefelsiure auf Weinsiure gepriift; Rotfarbung 
zeigt diese Saure an. Das Filtrat vom Calciumoxalat enthalt noch Calcium- 
citrat und -malat. Das Calcium wird mit Ammoniumoxalat ausgefallt und 
das Filtrat eingedampft. Ein Teil wird auf Citronensiure in folgender Weise 
untersucht: Die Trockensubstanz wird mit dem fiinf- bis sechsfachen Ge- 
wicht Schwefelsiure 66° Bé 1 bis 1,5 Stunden auf 50 bis 60° erhitzt, ab- 
gekiihlt, das fiinf- bis sechsfache Volumen Wasser hinzugefiigt, mit Ather 
ausgeschiittelt und die atherische Lésung in zwei Teile geteilt. Der Riick- 
stand des einen Teiles wird mit Wasser aufgenommen; tritt auf Zusatz von 
Eisenchloridlésung Violettfairbung ein, so ist Citronenséure vorhanden. 
Der Riickstand des anderen Teiles wird zu einer sehr verdiinnten Natrium- 
nitroprussidlésung, zu der ein Tropfen konzentrierter Sodalésung gegeben 
wurde, hinzugefiigt; Rotorangefarbung zeigt Citronensiiure an. ,,Die An- 
wendung dieser Methode erlaubte uns, Citronensiure und Apfelsiure in 
einer groBen Anzahl von Pflanzen und besonders in Mesembryanthemum 
zu entdecken, in welchem sie noch nicht beobachtet worden war.“ 

Der Nachweis ist unzureichend. 


A. Borntrdger (Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. Genu8m. 1, 160, 
1898) sieht den Niederschlag, den er aus dem Safte der Granatapfel, Punica 
granatum, nach dem Neutralisieren mit carbonatfreiem Alkali durch 
Calciumchloridlésung in der Hitze erhilt, als zitronensauren Kalk an und 
ermittelt nach dem Veraschen des Niederschlags die Menge der Citronen- 
siure durch Titration der Asche. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


G. Paris (Chem.-Ztg. 26, 248, 1902) bestimmte nach der Methode 
von Borntrdger und Paris (Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. Genu6Bm. 
1, 158, 1898) in unreifen Erdbeeren, Fragaria vesca, die Citronensaure 
als zitronensaures Calcium. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


1. O. Schlotterbeck und H. C. Watkins (The Journ. of the Amer. Chem. 
Soc. 25, 600, 1903) extrahierten die vollstandigen zweijahrigen Pflanzen 
des kletternden Erdrauchs, Adlumia cirrhosa, mit Wasser, fallten mit 
Bleiacetat, zerlegten den Bleiniederschlag mit Schwefelwasserstoff und 
dampften das Filtrat vom Bleisulfid zur Trockne ein. Der Riickstand 
wurde mit Alkohol ausgekocht; aus der alkoholischen Lésung setzte sich 
beim Abkiihlen ein kalkhaltiger Niederschlag ab. Dieser wurde in Essig- 
siure gelést und mit ammoniakalischer Silbernitratlésung behandelt. 
wobei ein Silberspiegel entstand. Die freie Siiure wurde in der Kalte durch 
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Kalkwasser gefallt, aus welcher Reaktion auf Citronensiiure geschlossen 
wird. Die freie Sa&ure kristallisierte in den rhombischen Prismen der 
Citronensaure. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


R. Kunz und F. Adam (Zeitschr. d. dsterr. Apothekerver. 44, 243, 
1906) bestimmten in den Johannisbeeren nach einem besonderen Analysen- 
gang die Menge der Citronensiéure quantitativ. Die Methode ist zum quali- 
tativen Nachweis der Citronensiure nicht ausreichend. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


E. Schulze (Landw. Versuchsstat. 67, 83, 1907) entfettete die Samen 
der Zirbelkiefer, Pinus cembra, mit Ather, stellte dann einen wasserigen 
Auszug her, fallte diesen mit Bleiacetat und zerlegte den Bleiniederschlag 
mit Schwefelwasserstoff. Das Filtrat vom Bleisulfid wurde mit Strontium- 
hydroxyd neutralisiert, wobei eine Fallung entstand. ,,Die von dieser 
Fallung abfiltrierte Fliissigkeit lieferte beim Eindunsten eine dem Anschein 
nach kristallinische Abscheidung, die abfiltriert wurde; das Filtrat gab 
bei weiterem Einengen noch ein neues Quantum der gleichen Substanz. 
Dieses Produkt glich im Aussehen der Abscheidung, die man erhalt, wenn 
man eine verdiinnte wasserige Citronensiurelésung in der gleichen Weise 
behandelt. Die aus dieser Strontiumverbindung mit Schwefelsiiure in 
Freiheit gesetzte Siiure gab die von O. v. Spindler (Chem.-Ztg. 28, 148) 
beschriebene Reaktion auf Citronensiiture. Diese Reaktion beruht auf 
dem Verhalten der Citronensiure gegen Quecksilbersulfat und Bichromat- 
losung.** 

Der Nachweis ist unzureichend. 


Marmaduke Barroweli{f und Frank Tuttin (Journ. of the Chem. Soc. 
of London 91, 1915, 1907) extrahierte die wisserigen Ausziige der Wurzel 
von Morinda Longiflora mit Ather und behandelte die so gewonnenen 
Siuren mit Bariumacetatlésung, bis sich kein Niederschlag mehr bildete; 
das Filtrat vom Barytniederschlag wurde mit basischer Bleiacetatlésung 
gefallt, der Bleiniederschlag mit Schwefelwasserstoff zerlegt, das Filtrat 
vom Bleisulfid eingeengt, mit Sigemehl gemischt, getrocknet und mit 
Ather extrahiert. Der Riickstand der Atherextraktion ,,aus Essigester 
wnkristallisiert, schmolz bei 151 bis 152° und gab die Reaktionen der 
wasserfreien Citronensiaure*. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


F. Muttelet (Ann. d. Falsific. 2, 383, 1909) bestimmte in den Erd- 
beeren, Fragaria vesca, Himbeeren, Rubus idaeus, und Johannisbeeren, 
Ribes rubrum, nach einem besonderen Analysengang die Menge der Citronen- 
siiure; es ist schon in den vorhergehenden Arbeiten darauf hingewiesen 
worden, da dieser Analysengang zum sicheren Nachweis der Citronen- 
siure nicht geeignet ist. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


F. Scurti und G@. de Plato (Le Statione sperimentale agrarie italiene 
41, 435, 1908) behandelten den Bleiniederschlag des Orangensaftes bei 70° 
mit Essigsiiure, wodurch apfelsaures Blei gelést wurde, zerlegten den un- 
léslichen Teil mit Schwefelwasserstoff und teilten das Filtrat vom Blei- 
sulfid in zwei Teile; in dem einen Teil wurde Bernsteinsiure als basisches 
Ferrisalz nachgewiesen; ,,der andere Teil wurde auf dem Wasserbade auf 
ein kleines Volumen gebracht, drei Volumina Wasser hinzugefiigt und nun 
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Bariumacetatlésung hinzugesetzt; die sofortige Abscheidung von Barium- 
citrat erweist die Gegenwart von Citronensiiure“. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

J. M. Albahary (Ann. d. Falsific. 5, 147, 1912; C. r. 144, 1232, 1907) 
bestimmte nach einem besonderen Analysengang in einer groBen Reihe 
von Friichten die Menge der Citronensiure und Apfelsiiure. Citronensiure 
wurde in folgenden Friichten gefunden: Citronen, Citrus Limonum, Apfel, 
Pirus malus, Birne, Pirus communis, Pflaume, Prunus domestica, Reine- 
claude, Prunus italia, Pfirsich, Prunus persica, Aprikose, Prunus armeniaca, 
Kirsche, Prunus avium, Sauerkirsche, Prunus cerasus, Weintrauben, Vitis 
vinifera, Erdbeeren, Fragaria vesca, Himbeere, Rubus idaeus, Johannis- 
beere, Ribes rubrum, schwarze Johannisbeeren, Ribes nigrum, Moosbeeren, 
Vaccinium oxycoceos. In den vorhergehenden Arbeiten wurde schon 
darauf hingewiesen, da dieser Analysengang zum sicheren Nachweis der 
Citronensiure nicht geeignet ist. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


F. Wosolsobe und J. Zellner (Monatsh. f. Chem. 35, 1525, 1914) unter- 
suchten den wisserigen Auszug der Tabakwurzeln, Nicotiana Tabacum, 
nach der Methode von Albahary. Die Reaktion von Denigés trat in sehr 
kraftiger Weise und die von Stahre (Zeitschr. f. analyt. Chem. 3, 195, 1897) 
ganz deutlich auf, ,,so daB die Anwesenheit von Citronensiure und Apfel- 
siure héchst wahrscheinlich ist‘‘. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


C. Hartwich und E. Zwicky (Apotheker-Ztg. 29, 936, 1914) ver- 
suchten, in Mesembryanthemum expansum und M. tortuosum Citronen- 
saure mikrochemisch nachzuweisen. ,,I[In den Blattern der trockenen Droge 
fielen neben Raphiden reichliche weiBe Punkte auf, die sich als kugelige 
Gebilde von kristallinischer Struktur erwiesen. Die mikrochemische Unter- 
suchung wies Magnesium, Phosphorsiiure und Citronensiure in ihnen 
nach.‘ Die Citronensiure wurde in einem wiisserigen Auszug der Droge 
noch wie folgt nachgewiesen: 1. Mit Silbernitrat (Behrens, Mikrochemische 
Analyse, §. 52, 1897) entstand eine weibe flockige Fallung, die beim Er- 
warmen sich teilweise léste und nach dem Versetzen mit Essigsiiure beim 
Erkalten kleine linsenférmige Kristalle abscheidet; daneben waren hiaufig 
triibe Kugeln und quadratische Blattchen wahrnehmbar; diese verschie- 
denen Gebilde sind charakteristisch fiir Silbercitrat.‘‘ 2. ,,Mit Wismut- 
nitrat entstand zuerst eine flockige Fallung, die spater kristallinisch wurde 
und die fiir Wismutcitrat charakteristischen linsen- und stabchenférmigen 
Kristalle zeigte.“‘ 3. ,,Mit Kupfersulfat, 1°, und Kupferacetat, 5°, wurden 
die charakteristischen Spharoliten und Sternchen von Kupfercitrat sehr 
schon erhalten.“ 4. ,,Mit Denigés Reagens entstand nach langerem Stehen 
ein weiBer kristalliner Niederschlag, der sedimentiert wurde und kleine 
rhombische Kristillchen erkennen lieB.‘‘ 5. ,,Mit Stahres Reagens ent- 
standen zuerst gallertartige Fillungen, die spiter kristallinisch wurden 
und deutlich die charakteristischen Briefkuvertformen zeigten.* 

Der Nachweis ist wnzureichend. 


T. C. N. Bréksmit (Pharm. Weekblad voor Nederland 53, 1033, 
1916) wendet zum Nachweis der Pflanzensiuren zunachst die Jodoform- 
probe an; fallt diese positiv aus, so kann Apfelsiiure und Citronensaure 
vorhanden sein. Gibt der Saft jetzt auf Zusatz von Bariumacetat eine 
kristalline Abscheidung, so ist Citronensiure zugegen, da Apfelsiure unter 
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gleichen Umstanden keinen Niederschlag liefert. Auf diese Weise wurde 
im Citronensaft, Citrus Aurantium, Apfelsinensaft, Citrus Limonum, und 
im Pfirsichsaft, Prunus Persica, Citronensiiure nachgewiesen. Im ‘Tama- 
rindensaft, Tamarindus indica, und Apfelsaft, Pirus malus, konnte Citronen- 
saure nicht aufgefunden werden. Der Apfelsaft enthalt nun, wie wir in 
einer besonderen Arbeit zeigen werden, recht erhebliche Mengen Citronen- 
saure, so daB die Methode unzulanglich ist. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

W. D. Bigelow und P. B. Dunbar (The Journ. of Ind. and Eng. Chem. 
9, 762, 1917) untersuchten verschiedene Friichte nach der Methode von 
Pratt (U.S. Dept, Agr. Bur. of Chem. Circular 88, Zitat war nicht zuginglich), 
indem sie die Siure als Bariumcitrat fallten und durch Oxydation mit 
Kaliumpermanganat in Aceton tiberfiihrten und dieses in Denigés Reagens 
auffingen. ,,Die Prattsche Methode wurde in den meisten Fallen angewandt, 
aber nur qualitative Schliisse daraus gezogen.** Es wurde so Citronensiure 
gefunden in einigen Birnenarten, Johannisbeeren, Ribes rubrum, Stachel- 
beeren, Ribes grossularia, PreiBelbeeren, Vaccinium macrocarpum, Granat- 
aipfel, Punica granatum, Heidelbeeren, Vaccinium Myrtillus. 

Der Nachweis diirfte unzureichend sein. 

Borntrager (Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. Genufim. 5, 147, 1902) 
kochte Friichte mit Wasser aus, erwirmte die Filtrate mit Chlorealcium 
und etwas Essigsiure, wobei niemals oxalsaures Calcium niederfiel. ,,Beim 
spateren Neutralisieren mit Ammoniak fielen zwar meistens geringe bis 
starke, gelbe bis braunrote Flocken nieder, aber es schied sich kein wein- 
oder traubensaures Calcium und beim darauf folgenden Aufkochen fast 
nie zitronensaures Calcium ab. Nur in den unreifen Friichten der japa- 
nischen Mispel, Erybotrya japonica, wurde ziemlich viel Citronensiiure 
gefunden. ‘*‘ 

Der Nachweis ist wnzureichend. 

A. Hilger und R. Gross (Landw. Versuchsstat. 33, 178, 1887) unter- 
suchten verschiedene Organe des Weinstocks, Vitis vinifera, auf die darin 
enthaltenen Saéuren. Aus jungen Trieben, Ranken und unreifen Friichten 
wurden wasserige Ausziige hergestellt und aus diesen in der Hitze durch 
Essigsiure die EiweiBstoffe entfernt; das Filtrat wurde in der Kilte mit 
basischem Bleiacetat gefillt, der Bleiniederschlag mit Schwefelwasserstoff 
zerlegt, das Bleisulfid abfiltriert und das Filtrat mit Tierkohle méglichst 
entfairbt; die Fliissigkeit wurde dann eingedampft und der Riickstand 
der Kristallisation tiberlassen; nach langerem Stehen schieden sich reichliche 
Kristallmengen ab, die abgesaugt und getrocknet wurden. Um in diesen 
Kristallisationen die darin enthaltenen Saéuren nachzuweisen, wurde nach 
zwei verschiedenen Methoden verfahren. 

Erste Methode. Zuerst wurde in alkoholischer Lésung mit essigsaurem 
Kali die Weinsiure als Bitartrat abgeschieden, dann Kalkwasser bis zur 
schwach sauren Reaktion hinzugefiigt und dadurch die Oxalsiiure entfernt. 
»Nun wurde die Lésung vollstandig mit Kalkwasser neutralisiert und 
wiederum lingere Zeit stehen gelassen, um weinsauren, oxalsauren und 
zitronensauren Kalk abzuscheiden. Dieser wurde abfiltriert und der Nieder- 
schlag durch etwa 10 Minuten andauerndes Erwirmen auf dem Wasser- 
bade mit Kalilauge getrennt. Weinsaurer Kalk geht in Lésung, zitronen- 
und oxalsaurer nicht ...*‘ ,,Um diese zu trennen, wurde zu dem Riickstand 
Essigsiure gefiigt, wodurch zitronensaurer Kalk in Lésung ging, wihrend 
der nun bleibende Riickstand nur noch Oxalsiure enthielt.* 
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Zweite Methode. ,,Der zweite Teil der gesittigten Saurelésung wurde 
zunichst mit Ammoniak neutralisiert und bis zur beginnenden Kristalli- 
sation eingedampft, dann nochmals mit Ammoniak neutralisiert, ungefahr 
das zweifache Volumen Alkohol zugegeben und die gesamte Masse stehen 
gelassen. Nach mehreren Tagen hatte sich eine Kristallmasse abgeschieden, 
die aus weinsaurem, oxalsaurem und zitronensaurem Ammon bestehen 
konnte. Zur Trennung wurde mit Wasser aufgenommen, mit Essigsiure 
angesiuert und mit essigsaurem Kali, gelést in Alkohol, die Weinsaure 
ausgefallt.“‘ Aus dem Filtrat wurde mit ein paar Tropfen Chlorcalcium die 
Oxalsiure abgeschieden, nachdem ,,die Mutterlauge mit Kalkwasser neutrali- 
siert und mit gleichen Teilen Alkohol versetzt war, schied sich ein nicht allzu 
voluminéser Niederschlag ab, der nur Citronenséure sein konnte‘’. ,,Das 
Filtrat des Ammoniakniederschlags konnte nur aus Citronensaéure und 
Apfelsiure bestehen. Zur Trennung dieser beiden wurde mit Calcium- 
hydroxyd neutralisiert und nach Zusatz von Chlorcalcium langere Zeit 
im Sieden gehalten. Schied sich zitronensaurer Kalk waihrend des Kochens 
ab, so wurde er abfiltriert und durch Zusatz von wenig Alkohol die noch in 
Spuren vorhandene Citronensiiure abgeschieden und dann durch iiber- 
schiissigen Alkohol die Apfelsiure als apfelsaurer Kalk gefallt.‘‘ —,,Die 
Erkennung der Citronensiiure in den erhaltenen Fillungen war auf folgende 
Reaktionen basiert: Schwerlédslichkeit des Bariumsalzes, Untersuchung 
des reinen Bariumsalzes, Inaktivitat der Citronensiiure gegen das pola- 
risierte Licht.‘‘ ,,Die Resultate der Untersuchung haben die Gegenwart 
folgender Séuren festgestellt: 1. In den Ranken: Weinsaure, Apfelsaure, 
Oxalsaiure, Citronensaéure, Bernsteinséure. 2. In den Blattern: Weinsaure 
in groBer Menge, Apfelsaure, Oxalsaure, Citronensiure. “‘ 

Die analytischen Operationen sind nur zum Teil verstiandlich. Die 
angegebenen qualitativen Reaktionen geniigen keineswegs, um die Gegen- 
wart von Citronensaure sicherzustellen. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


R. Kissling (Chem.-Ztg. 22, 2, 1898) bestimmt im Tabak, Nicotiana 
Tabacum, die Citronensiiure auf folgendem Wege: 10g Tabakpulver 
werden mit tiberschiissiger verdiinnter Schwefelsiure angesiuert, mit 
Bimssteinpulver gemischt und mit Ather extrahiert. Dem Extrakt werden 
durch Schiitteln mit Wasser die Siuren entzogen und der Ather verdampft. 
In der wasserigen Lésung ist jetzt Essigsiure, Oxalsiure, Apfelsiure und 
Citronenséure enthalten. Zuniachst wird die Oxalsiure durch Calcium- 
acetat als Calciumoxalat ausgefillt. Zu dem Filtrat wird so lange verdiinnte 
Bleiacetatlésung hinzugefiigt, bis ein sich sofort in Essigsiure auflésender 
Niederschlag entsteht. In diesem Augenblick ist die Citronensaure fast 
volistandig ausgefallt. Das zitronensaure Blei wird abfiltriert, verascht 
und aus der Menge des Bleioxyds die Citronensiure berechnet. 

Zum’ Nachweis der Citronensdure ist die Methode ungeeignet. 


R. Kissling (Chem.-Ztg. 28, 3, 1899) wendet zur quantitativen Be- 
stimmung von Oxalsiure, Apfelsiure und Citronensaéure im Tabak, Nico- 
tiana Tabacum, das folgende Verfahren an: der mit Schwefelsiure an- 
gesituerte Tabak wird mit Ather extrahiert, die Saiuren in Wasser aufge- 
nommen und die Lésung mit Barytlésung titriert. Durch Zusatz von 
20proz. Alkohol wird zunachst Bariumoxalat und -citrat fast vollstandig 
ausgefallt und durch Zusatz von 70proz. Alkohol dann das Bariummalat. 
In einer besonderen Probe wird die Menge der Oxalsaure ermittelt. Nach 











urde 
Palli- 
fithr 
shen 
den, 
‘hen 
jure 
jure 
die 
vali - 
zu 
Das 
ind 
im - 
eit 
ens 
in 
er- 
die 
de 
ng 
la- 
ur't 
re, 
re 


ie 
ne 


te iil sie 





rR a acti tc smi 








Vorkommen der Citronensdéure in den Pflanzen. 407 


Kissling ist diese Methode keine quantitative, jedoch eine ziemlich be- 
friedigende. Bei Vergleichsversuchen wurden annihernd die zugesetzten 
Mengen der drei Saéuren wiedergefunden. 

Zum Nachweis der Citronensdure ist diese Methode unzureichend. 

R. G, Pelly (The Journ. of the Soe. of chem. Ind., London, 82, 778, 
1913) erhielt aus dem Extrakt der Friichte des Affenbrotbaumes, Adansonia 
digitata, einen Bleiniederschlag und aus diesem nach dem Zersetzen mit 
Schwefelwasserstoff eine kristalline Masse, die hauptsiachlich aus Citronen- 
siure bestand. Sie wurde durch ihr Calciumsalz und durch den Methy!- 
ester vom Schmelzpunkt 77° gekennzeichnet. 

Es diirfte wohl wahrscheinlich sein, daB in den Friwchten des Affenbrot- 
baums Citronensdure enthalten ist. 


Arbeiten, in denen die Anwesenheit von Citronensiiure in Pflanzen durch 
quantitative Analyse der Siure selbst oder ihrer Abkiémmlinge festzustellen 
versucht wird. 


A. Chodnew (Ann. d. Chem. 53, 283, 1845) extrahierte unreife Stachel- 
beeren, Ribes grossularia, mit Wasser, fillte mit Bleiessig, zerlegte den 
Bleiniederschlag mit Schwefelwasserstoff und sattigte das Filtrat vom 
Bleisulfid mit Kalkmilch; beim Kochen entstand ein Niederschlag. —,,Die 
schwer lésliche Kalkverbindung bestand meistenteils aus basisch zitronen- 
saurem Kalk und einer sehr geringen Menge neutralem apfelsauren Kalk, 
der wegen seiner groBen Léslichkeit von dem ersteren Salz durch Auswaschen 
mit Wasser getrennt wurde. Der basisch zitronensaure Kalk, in Wasser 
gelést, mit salpetersaurem Silber behandelt, gab ein zitronensaures Salz, 
dessen Analyse und Atombestimmung auf ein zitronensaures Doppelsalz 
von Kalk und Silberoxyd schlieBen lieB.“* C,,H;O,,;, 2 AgO, 2CaO. ,,Diese 
sonderbare Verbindung, die zweimal erhalten wurde, erfordert, daB die 
Untersuchung der in unreifen Stachelbeeren vorkommenden Saéuren noch 
einmal wiederholt werde.* 

Der Nachweis ist unzureichend. 

Robert Schwarz (Sitzungsber. d. Wien. Akad. d. Wissensch. 6, 456, 1851) 
fallte den wiisserigen Auszug des Waldmeisters, Asperula odorata, mit 
Bleiacetat, behandelte den Bleiniederschlag mit Essigsiure, zerlegte das 
darin Unlésliche mit Schwefelwasserstoff und teilte das Filtrat vom Blei- 
sulfid in drei Teile. Der eine Teil wurde mit Bleiacetat vollstandig aus- 
gefallt und die anderen Teile hinzugesetzt. Der Niederschlag, welcher 
zum groBten Teil aus Bleiphosphat und -sulfat bestand, wurde nach langerem 
Digerieren abfiltriert, das Filtrat mit Bleiacetat vollstandig ausgefallt, der 
Niederschlag mit Essigsiiure behandelt, vom Ungelésten abfiltriert und 
die -Lésung mit dreibasisch essigsaurem Blei gefallt. Der Niederschlag 
wurde mit Weingeist ausgewaschen und bei 100° getrocknet. Das Bleisalz 
gab bei der Elementaranalyse Werte, welche auf die Formel C5, H ,O049(PbO),, 
stimmten. Verfasser nimmt an, daB der Niederschlag aus einem Gemisch 
von verschiedenen basischen Salzen der Citronensiiure besteht und gibt 
auch eine Formel dafiir an, die natiirlich jeglicher Grunglage entbehrt. 
Es gelang ihm nicht, die Citronensiure in kristallisierter Form abzuscheiden. 
Die wiasserige Lésung der Siure gab jedoch alle Reaktionen der Citronen- 
saure. 

Der Nachweis ist unzureichend. 








bia Teena 











408 H. Franzen u. F. Helwert: 


kh. Willigk (Ann. d. Chem. S82, 343, 1852; Sitzungsber. d. Wien. Akad. 
d. Wissensch. 8, 18, 1852) fallte den wisserigen Auszug von Krappblattern, 
Rubia tinctorum, mit Bleiacetat, um die Gerbstoffe zu entfernen, und dann 
das Filtrat mit basischem Bleiacetat. Der Niederschlag wurde mit ver 
diinnter Essigsiiture digeriert, um die letzten Spuren Cerbsiure zu be 
seitigen. Das in Essigsiure Unlésliche wurde mit Schwefelwasserstoftt 
zerlegt und das Filtrat vom Bleisulfid eingedampft; nach einiger Zeit 
schieden sich Kristalle ab, die das Aussehen von kristallisierter Citronen 
siure hatten. Die ganze Masse wurde mit 98proz. Alkohol behandelt. 
filtriert, das Filtrat mit alkoholischer Bleiacetatlésung gefallt, der Niede1 
schlag mit Alkohol gewaschen und bei 100° getrocknet. Die Analysen 
stimmten auf 4 (C,.H;0,,, HO) 9 PbO. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


Robert Schwarz (Ann. d. Chem. 88, 57, 1852; Sitzungsber. d. Wien. 
Akad. d. Wissensch. 8, 29, 1852) untersuchte das Labkraut, Galium aparine 
und Galium verum. Der wisserige Auszug des Krautes wurde mit basischem 
Bleiacetat gefallt, der Bleiniederschlag mit Schwefelwasserstoff zerlegt, 
das Filtrat vom Bleisulfid mit Kalkmilch versetzt und dadurch Gerbsiure. 
Phosphorsiure und Schwefelsiiure ausgefallt. Das Filtrat, in welchem 
zitronensaurer Kalk enthalten ist, wird durch Schwefelsiure zerlegt und 
das Filtrat vom Gips eingedampft. Aus dem Sirup scheiden sich nach 
mehrtagigem Stehen kleine, harte, kérnige Kristalle ab, die unter dem 
Mikroskop denen der Citronenséure gleichen. Die Lésung der Kristalle 
gab alle Reaktionen der Citronensiure. Der aus der Lésung durch Blei 
acetat erhaltene Niederschlag wurde analysiert. Die Analyse stimmt aut 
eine Doppelverbindung von zitronensaurem und essigsaurem Blei. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


A. Kawalier [Journ. f. prakt. Chem. (1) 60, 321, 1853] unterwarf den 
weingeistigen Auszug der Nadeln der Kiefer, Pinus silvestris, der Destil- 
lation, wobei fliichtige Ole iibergingen. Der Riickstand war nach Zugabe 
von Wasser eine triibe Fliissigkeit, die durch einige Tropfen Bleizucker- 
lésung geklart und dann filtriert wurde. Das Filtrat wurde mit Bleiacetat- 
l6sung und dann in der Siedehitze mit basischer Bleiacetatlésung gefillt ; 
das Filtrat von den Bleisalzen wurde entbleit und im Kohlendioxydstrom 
eingedampft. Aus dem Eindampfriickstand konnte der Verfasser aut 
verwickelte Weise einen Koérper erhalten, den er fiir Citronensiure hilt. 
Die Analyse des Bleisalzes stimmt leidlich auf zitronensaures Blei. Trotz 
der stimmenden Analyse diirfte nach der ganzen Art der Abscheidung 
kaum Citronensiure vorgelegen haben. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


Dessaignes (Ann. d. Chem. 89, 120, 1854; C. r. 37, 782, 1852) konzen- 
trierte die aus Boletus pseudo ignarius erhaltene rohe Siéiure (wie, ist nicht 
angegeben), wodurch Fumarsiure auskristallisierte; das Filtrat wurde mit 
Ammoniak neutralisiert und dann mit Chlorcalcium gefallt. Von phosphor- 
saurem Kalk wurde abfiltriert und das Filtrat erhitzt. Dabei schied sich 
ein kristallinisches Pulver ab; dieses wurde in schwacher Salpetersaure 
gelést und mit Bleiacetat gefallt. Das nicht kristalline Bleisalz wurde 
wiederholt mit Wasser gekocht. Der in Wasser unlésliche Teil wurde mit 
Schwefelwasserstoff zersetzt; aus dem eingedampften Fiitrat wurden 
Prismen erhalten, ,,deren Eigenschaften vollkommen mit Citronensiure 
iibereinstimmten”. Eine Silberbestimmung gab gut auf zitronensaures 
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Silber stimmende Werte. Eine einzige Silberbestimmung diirfte nicht 
geniigen, um eine Saure sicher zu kennzeichnen. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

A. Schrader (Ann. 121, 370, 1862) untersuchte den bei der Zucker- 
gewinnung aus Riiben, Beta vulgaris, in den Eindampfapparaten ent- 
stehenden Kalkniederschlag. Dieser wurde in viel kaltem Wasser geldést, 
die Lésung mit Bleiacetat gefallt und der Bleiniederschlag mit Schwefel- 
wasserstoff zerlegt. Das Filtrat vom Bleisulfid gab nach dem Eindampfen 
eine amorphe ziithe braune Masse, deren konzentrierte wiasserige Losung auf 
Zusatz von Alkohol nicht saure Koérper abschied. Das Filtrat gab beim 
Einengen Kristalle, die umkristallisiert die Reaktionen der Citronensiure 
zeigten. Das bei 130° getrocknete Bleisalz gab leidlich auf zitronensaures 
Blei stimmende Blei- und Kohlenwasserstoffwerte. Analysen des Bleisalzes 
sind nicht zureichend, um Citronensiure sicher zu kennzeichnen. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


F. Rochleder { Journ. f. prakt. Chem. (1) 98, 205, 1866] fallte den 
wisserigen Auszug der Rinde der Wurzel des Apfelbaums, Pirus malus, 
mit Bleizucker, verteilte den Bleiniederschlag in Wasser und fiigte Essig- 
saure hinzu, wodurch ein Teil des Niederschlags gelést wurde. Das Un- 
geléste wurde mit Schwefelwasserstoff zersetzt, das Filtrat vom Bleisulfid 
im Vakuum bis zur Sirupdicke eingedampft und der Riickstand zur Ent- 
fernung von Pektinstoffen mit Alkohol behandelt. Die alkoholische Lésung 
wurde im Vakuum eingedampft und der Riickstand tiber Schwefelsiure 
getrocknet, wobei sich Kristalle bildeten. Die Kohlenwasserstoffbestimmung 
gab Werte, welche auf die Formel C,,H,,0;, stimmten. Diese Formel 
wird auseinandergezogen zu C,,H,O,., 3(Cy.H,O,,). Die lufttrockene 
Substanz muB die Zusammensetzung der Citronensiure gehabt haben, 
da sie beim Trocknen 6,74, Wasser verlor. 

Der Nachweis ist unzureichend. 


Gottlieb Stein (Ber. d. deutsch. chem. Ges. 12, 1603, 1879) preBte 
Drosera intermedia kurz vor der Bliitezeit aus, fillte den PreBsaft mit 
essigsaurem Blei und zerlegte den Bleiniederschlag mit Schwefelwasserstoff. 
Das Filtrat vom Bleisulfid wurde auf dem Wasserbade eingeengt, der 
zuriickbleibende Sirup kristallisierte nach kurzer Zeit fast vollstandig. 
Das aus der kristallisierenden Siure gewonnene Bleisalz gab gut auf zitronen- 
saures Blei stimmende Bleiwerte. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

K. Andrlik (Zeitschr. f. Zuckerindustr. in Bbhmen 24, 645, 1899/1900) 
kochte den Saturationsschlamm der Zuckerfabrikation, Beta vulgaris, 
mit Sodalésung und verwandelte dadurch die Kalksalze in leicht lésliche 
Natriumsalze. Nachdem die Lésung der Natriumsalze durch Salzsiure 
teilweise neutralisiert worden war, wurde mit Essigsiiure angesiuert und 
in der Warme durch Calciumchlorid die Oxalsiure ausgefillt. Das Filtrat 
vom Calciumoxalat wurde auf ein kleines Volumen eingedampft, mit 
Ammoniak neutralisiert und durch Alkohol die Natronsalze ausgefallt. 
Die noch kalkhaltigen, gefirbten Salze wurden in mit Essigsiure ange- 
sduertem warmen Wasser gelist, die Lésung mit Blutkohle entfirbt und 
durch Ammoniak kieselsaurer Kalk ausgefallt. Das Filtrat hiervon wurde 
gekocht, wobei ein reichlicher Niederschlag von weiBer Farbe entstand. 
Dieser wurde in verdiinnter Essigséure gelést, mit Ammoniak neutralisiert 
und gekocht, wobei ein aus mikrokristallinen Nadeln bestehender Nieder- 
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schlag ausfiel. Das Kalksalz, Kalk- und Wasserbestimmung, gab schlecht 
auf zitronensauren Kalk stimmende Werte. Verfasser glaubt, dai das 
Salz noch nicht vollkommen trocken war. 

Der Nachweis ist unzureichend. 

E. Goupil [Ann. de Chim. et de Phys. (3) 17, 503, 1846) fallte den 
filtrierten heiBen wisserigen Auszug der Tabakblatter, Nicotiana Tabacum, 
mit Bleiacetatlbsung und zerlegte den Bleiniederschlag mit Schwefel- 
wasserstoff. Das Filtrat wurde nochmals mit Bleiacetatlésung gefallt. 
wieder mit Schwefelwasserstoff zerlegt und das Verfahren nochmals wieder- 
holt. Aus dem Filtrat vom Bleisulfid ,,setzten sich nach mehreren Wochen 
kleine, spitze und harte Kristalle ab‘, die umkristallisiert und von bei 
gemengtem Kalk gereinigt wurden. ,,Diese Kristalle haben das Aussehen 
von Citronenséiure; wenn man sie destilliert, liefern sie Aconitséure. Das 
Bleisalz gab eine gut auf zitronensaures Blei stimmende Bleibestimmung. 

Das Auftreten von Aconitsdure bei der Destillation der Sdéure und di: 
gut stimmende Bleibestimmung des Bleisalzes lassen es immerhin als wahr- 
scheinlich erscheinen, dag in den Tabakbldattern Citronensdure enthalten ‘st. 


F. Rochleder (Sitzungsber. d. Wien. Akad. d. Wissensch. 56, 140, 1867; 
Journ. f. prakt. Chem. 102, 103, 1867) fallte den klaren wisserigen Auszug 
der Stammrinde des Apfelbaums, Pirus malus, und der RoSkastanie, 
Aesculus Hippocastanum, mit Bleizucker, verteilte den Bleiniederschlag 
in wenig Wasser und versetzte mit Essigsiure. Der unlésliche Anteil wurde 
mit Schwefelwasserstoff zerlegt und das Filtrat vom Bleisulfid bis zum 
Sirup eingedampft. Durch Alkohol wurden dann die Pektinstoffe entfernt. 
Aus der alkoholischen Lésung wurde weiter die Siure der Apfelbaum- 
stammrinde, welche Citronensiure ist, gewonnen. Sie wurde bei 160° 
getrocknet und lieferte Kohlenwasserstoffwerte, die gut auf C,,H,O,, 
stimmten. Aus 3,5 kg Rinde wurden 0,5 g Saure erhalten. ,,Die Stammrinde 
von Aesculus Hippocastanum liefert gleichfalls Citronenséure.“‘  ,,GroBe 
Rindenmengen mu man in Arbeit nehmen, um nur wenig Material zu 
einer Analyse zu haben.“ 

Es diirfte sicher sein, daB in der Stammrinde des Apfelbaums Apfelsdure 
enthalten ist: der Nachweis der Citronensdure in der Stammrinde der Rof- 
kastanie ist unzureichend. 


C. R. Alder Wright und G. Patterson (Journ. Chem. Soc. London 33, 
78, 1878) entfernten aus dem Safte unreifer Maulbeeren, Morus nigra, 
die schleimigen Bestandteile durch Behandeln mit Alkohol, verjagten ihn 
wieder und neutralisierten mit Ammoniak. Auf Zusatz von Calciumchlorid- 
lésung entstand in der Kilte kein Niederschlag; nach Y4stiindigem Er- 
hitzen fiel ein sandiges Calciumsalz aus. Aus dem Kalksalz wurde durch 
Zersetzen mit Schwefelsaure die freie Sure erhalten, welche sich als Citronen- 
sdure erwies. Aus der Siure wurde nochmals das Kalksalz hergestellt 
und dieses bei 100° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Die Wasser- 
bestimmung gab keinen guten Wert. Die Kalkbestimmung in dem wasser- 
freien Salz dagegen einen guten Kalkwert. 

Es dirfte vielleicht wahrscheinlich sein, daB in den Maulbeeren Citronen- 
sdure enthalten ist. 


Fr. Rochleder und E. Willigk |Journ. f. prakt. Chem. (1) 56, 72, 1852; 
Ann. d. Chem. 80, 287, 1851; Sitzungsber. d. Wien. Akad. d. Wissensch. 6, 
546, 1851] fallten den wasserigen Auszug des Krautes und der Wurzel 
von Richardsonia scabra mit Bleiacetat, kochten den Bleiniederschlag 
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mit verdiinnter Essigsiure aus, filtrierten nach dem Erkalten vom Un- 
léslichen ab, versetzten das Filtrat mit etwas Ammoniak, wodurch ein 
gelber Niederschlag entstand, der in Alkohol verteilt und mit Schwefel- 
wasserstoff zerlegt wurde. Das Filtrat vom Bleisulfid wurde mit alkoho- 
lischer Bleiacetatlésung gefallt, der Niederschlag entbleit und das Filtrat 
vom Schwefelblei so lange mit Bleiacetatlésung versetzt, als der Nieder- 
schlag rein weiB erschien. Das Bleisalz wurde bei 100° getrocknet. Seine 
Analyse stimmte auf ein kompliziert zusammengesetztes basisches zitronen- 
saures Blei. Aus dem Bleisalz wurde die freie Saure hergestellt, wobei 
Kristalle erhalten wurden, deren Elementaranalyse gut auf Citronensiure 
stimmte. 

Es diirfte wohl sicher sein, daB im Kraut und in der Wurzel von Richard- 
sonia scabra Citronensdure enthalten ist. 

Witistein (Wittsteins Vierteljahrsschr. f. prakt. Pharm. 6, 192, 1857) 
dampfte 50 Unzen Blutungssaft der Weinrebe, Vitis vinifera, bei gelinder 
Wiarme ein, filtrierte vom ausgeschiedenen weinsauren Kalk ab und fallte 
das Filtrat mit Bleiacetatlésung. Der Bleiniederschlag wurde mit Essig- 
siure behandelt, worin er sich fast vollstiindig loste. Die klare essigsaure 
Lésung lieB beim Neutralisieren mit Ammoniak einen weiBen Niederschlag 
fallen, der mit Schwefelwasserstoff zerlegt wurde. Das Filtrat vom Blei- 
sulfid wurde zuniachst auf dem Wasserbade, dann im Exsikkator ein- 
gedunstet, ,,wo zuletzt eine weiBe kristallinische luftbestiandige Rinde von 
stark unangenehmem saurem Geschmack hinterblieb, die mit Kali keine 
Reaktion auf Weinsiure gab‘. Aus der Saéure wurde das Silbersalz her- 
gestellt, dessen Elementaranalyse gut auf zitronensaures Silber stimmte. 

Es diirfte wohl sicher sein, daB im Blutungssajt der Weinreben Citronen- 
sdure enthalten ist. 


F. Rochleder (Journ. f. prakt. Chem. 107, 385, 1869; Sitzungsber. d. 
Wien. Akad. d. Wissensch. 59, 819, 1869) fallte den wisserigen Auszug 
der Blatter der Sauerkirsche, Prunus cerasus, Cerasus acida, mit Bleiacetat- 
lésung, zerlegte den Niederschlag mit Schwefelwasserstoff und versetzte 
das Filtrat vom Bleisulfid mit Kalkwasser im UberschuB. Das Filtrat 
vom Kalkniederschlag wurde mit Essigsiure schwach angesauert, mit 
Bleiacetatlésung gefallt, der Bleiniederschlag mit Schwefelwasserstoff 
zersetzt und das Filtrat vom Bleisulfid zum Sirup eingeengt. Nach mehr- 
tagigem Stehen kristallisierte Citronensiure aus. Die Elementaranalyse 
gab gut auf Citronensiure stimmende Werte. 

Auch in der Rinde des Sauerkirschenbaums soll Citronenséure vor- 
handen sein; der Nachweis ist jedoch unzureichend. Ls diirfte sicher sein, 
daB in den Bldttern der Sauerkirsche Citronensdure vorhanden ist. 


Ad. Beyer [Arch. d. Pharm. (2) 151, (3) 1 (ganze Serie 201), 40, 1872; 
Landw. Versuchsstat. 14, 1871] untersuchte Lupinensamen. ,,Die wisserige 
Lésung des alkoholischen Lupinenextrakts, aus welchem das noch zu be- 
schreibende wachsartige Fett abgeschieden war, wurde direkt mit essig- 
saurem Bleioxyd gefallt. Nach mehrfachem Auswaschen wurde der Nieder- 
schlag mit Schwefelwasserstoff zersetzt. Es resultierte nach Entfernen des 
Schwefelbleies und Eindampfen eine stark saure Fliissigkeit. Barytwasser 
erzeugte in derselben einen zuerst verschwindenden, dann aber bleibenden 
kristallinischen Niederschlag. Durch fraktionierte Fallung wurde dieses 
Barytsalz vollkommen frei von Phosphorsiure erhalten. Um dies zu er- 
reichen, mu8 die Fliissigkeit bis zuletzt stark sauer sein. Die Mutterlauge 
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enthalt neben einem Teil nicht gefallter Citronensiure alle Phosphorsiure 
in Lésung.** Aus dem Barytsalz wurde die freie Saure gewonnen und aus 
dieser das Kalk- und Silbersalz hergestellt. Die Elementaranalyse des 
Silbersalzes gab gut auf citronensaures Silber stimmende Werte. Das 
bei 100° getrocknete Kalksalz gab gut auf citronensauren Kalk stimmende 
Calciumwerte. 

Es diirfte sicher sein, daB in den Lupinensamen Citronensdure ent- 
halten ist. 


Oma Carr (Journ. Amer. Chem. Soc. 15, 144, 1893) untersuchte den 
Pfannenstein, der bei der Zuckerfabrikation aus chinesischem Zuckerrohr, 
Saccharum officinarum, entsteht. Aus dem Pfannenstein wurde durch 
Zerlegen mit Schwefelsiiure bzw. Essigsiure die freie Siure und weiterhin 
das Bleisalz dargestellt. Auch aus reiner Citronensiure wurde fiir Ver- 
gleichszwecke das Bleisalz gewonnen. Die Analyse der verschiedenen Salze 
(Kohlenstoff-, Wasserstoff- und Bleibestimmung) gaben gut  iiberein- 
stimmende Werte. Durch verschiedene Farbenreaktionen wurde dann 
noch die Gleichheit der Saiure aus dem Pfannenstein mit Citronensiure 
festgestellt. 

Es diirfte sicher sein, daB im Safte des Zuckerrohrs Citronensdure ent- 
halten ist. 


Aparin (Journ. d. russ. physik.-chem. Ges. 35, 811, 1903; Ref. Zeitschr. 
f. Unters. d. Nahrungs- u. Genufim. 8, 254, 1904) mischte Moosbeerensaft, 
Vaccinium oxycoccos, mit Sand, trocknete die Mischung und extrahierte 
dann im Soaleth mit Ather. Der atherische Extrakt wurde mit heiBem Wasser 
aufgenommen, nach dem Erkalten 6] und Wachs abfiltriert und das Filtrat 
mit Bleiacetat gefallt. Die Lésung des mit Schwefelwasserstoff zerlegten 
Bleiniederschlags wurde zur Sirupdicke eingedampft und im Exsikkator 
getrocknet, wobei nach langerem Stehen eine undeutlich kristalline Masse 
entstand. Sie wurde mit Wasser aufgenommen und die. Lésung mit Kreide 
neutralisiert. Beim Erhitzen entstand ein farbloser, in Ammoniak léslicher 
Niederschlag. Das Calciumsalz wurde mit der berechneten Menge Oxalsiaure 
zersetzt, das Filtrat vom Calciumoxalat eingedampft und im Vakuum iiber 
Schwefelsiure getrocknet. Die hierbei erhaltenen Kristalle schmolzen 
bei 99°, waihrend Citronenséure bei 100° schmelzen soll. Aus der freien 
Saure wurde das Blei-, Calcium- und Bariumsalz hergestellt und von diesen 
Metallbestimmungen ausgefiihrt, die gut stimmende Werte lieferten. Ferner 
wurde noch die freie Siure der Elementaranalyse unterworfen und auch 
hier gut stimmende Werte erhalten. 


Es diirfte sicher sein, daB in den Moosbeeren Citronensdure enthalten ist. 


Rochleder (Ber. d. Wien. Akad. d. Wissensch. 4, 433, 1851; Ann. d. 
Chem. 80, 321, 1851) fallte den heiBen wiasserigen Auszug der Krappwurzel, 
Rubia tinctorum, mit Bleiacetatlésung, zersetzte den Niederschlag mit 
Schwefelwasserstoff und teilte das Filtrat vom Bleisulfid in drei Teile. 
Der eine Teil wurde mit Bleiacetatlésung gefillt, die beiden anderen Teile 
hinzugefiigt, 24 Stunden stehen gelassen und der Niederschlag, ,,der nur 
wenig citronensaures Bleioxyd, viel schwefelsaures und etwas phosphor- 
saures Bleioxyd enthalt'‘, abfiltriert. Das Filtrat wird durch basisches 
Bleiacetat vollkommen ausgefallt, der Niederschlag mit Schwefelwasserstoff 
zerlegt, das Filtrat vom Schwefelblei ,,im Vakuum iiber Schwefelsaéure 
zur Sirupdicke eingedampft, dann an der Luft stehen gelassen, wobei sich 
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ahoch kérnige Kristalle bilden, die Citronensiure sind*’. Die Kohlen 


erstoffbestimmung gab gut auf Citronensaiure stimmende Werte. Die 
wiesserige | ‘sung der Saure gab mit Silbernitratlésung keinen Niederschlag, 


aui Zosa*. von Ammoniak entstand eine weibe Fallung. Kalkwasser gab 
in der {alte keinen Niederschlag und verdiinnte Chlorcaleciumlésung eben- 
falls nicht; nach dem Neutralisieren mit Ammoniak entstand aber beim 
Kochen ein reichlicher Niederschlag von citronensaurem Kalk. 

Es diirjfte sicher sein, daB in den Krappwurzeln Citronensdure ent- 
halten ist. 


Ludwig Haitinger (Monatsh. f. Chem. 2, 485, 1881) untersucht die 
von O. Lietzenmayer (Diss. Erlangen, 1878) aus Schdllkraut, Chelidonium 
majus, erhaltene isomere Apfelsiure. Der mit Salpetersiiure angesiuerte 
Krautsaft wurde mit Bleinitrat gefallt. Der Niederschlag enthilt alle 
Chelidonsiure und einen Teil der isomeren Apfelsiure. Der Bleinieder- 
schlag wurde mit Calciumhydrosulfid zersetzt und unter Zusatz von etwas 
Salzsiure die Lésung der Calciumsalze bis zum Auskristallisieren des 
Caleciumchelidonats eingedampft. Die Mutterlaugen von diesem gaben 
nach der Neutralisation mit Kalkwasser den gesuchten ,,apfelsauren Kalk‘. 
Eine zweite Portion ,,apfelsauren Kalk‘‘ erhalt man durch Neutralisation 
des Filtrats vom Bleiniederschlag mit Natronlauge, Zusatz von Bleinitrat 
und Zersetzen der Fallung mit Calciumhydrosulfid. Die vereinten Kalk- 
salze wurden in verdiinnter Salpetersiure gelést, die Lésung mit Tierkohle 
entfarbt und mit Soda zerlegt. Das Natriumsalz wurde in das Bleisalz 
umgewandelt und dieses mit Schwefelwasserstoff zersetzt. Durch Ein- 
dampfen des Filtrats vom Schwefelblei auf dem Wasserbade wurden grobe 
wasserhelle Kristalle erhalten, die durch mehrmaliges Umlésen aus heiBem 
Wasser von anwesender Phosphorsiiure gereinigt wurden. Der Schmelz- 
punkt der reinen Kristalle war 150 bis 152°. Die Kristalle sind nach der 
Elementaranalyse der freien Siure und des Ammoniumsalzes, der Kristall- 
messung und nicht naher angegebenen Reaktionen Citronensaure. 

Es ist sicher, daB im Schéllkraut Citronensdure enthalten ist. 


H. Ritthausen {Journ. f. prakt. Chem. (2) 29, 357, 1884] zog die ge- 
pulverten Samen der Erbse, Pisum sativum, der Wicke, Vicia sativa, der 
Saubohne, Vicia Faba, und der weiBen Gartenbohne, Phaseolus vulgaris, 
mit Wasser unter Zusatz von wenig Salzsiure aus, neutralisierte den Auszug 
mit Kalilauge, engte stark ein und fallte mit Bleiacetat. Der Bleinieder- 
schlag wurde mit Schwefelwasserstoff zerlegt, das Filtrat vom Bleisulfid 
mit Kalkmilch stark alkalisch gemacht und der gréBtenteils aus phosphor- 
saurem Kalk bestehende Niedersehlag abfiltriert. Durch Kochen des 
Filtrats wurde ein betrachtlicher Niederschlag erhalten, der heiB abfiltriert 
wurde. Das Kalksalz wurde mit der berechneten Menge Schwefelsiiure 
zerlegt und das Filtrat vom Gips eingeengt; nach kurzem Stehen tiber 
Schwefelsiure kristallisierte ,,die Saure in groBen, fiir die Citronensiure 
charakteristischen Kristallen aus‘. Die kristallisierte Siure wurde in 
Wasser gelést und kochend durch Zusatz von Ammoniak und Calcium- 
chlorid zitronensaurer Kalk gefaillt, der an der Luft getrocknet wurde. 
Caleium- und Wasserbestimmungen gaben gut auf zitronensauren Kalk 
+ 4 Wasser stimmende Werte. Von der Saure aus den weiben Garten- 
bohnen liegen keine Analysen vor. 

Nach den Angaben ist es sicher, daB in den Erbsen, der Wicke und der 
Saubohne Citronensdure enthalten ist. 
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414 H. Franzen u. F. Helwert: 


Hartwig Franzen und Eugen Schuhmacher (Zeitschr. f. physiol. Chem. 
115, 9, 1921) fallten Johannisbeersaft, Ribes rubrum, mit Bleiacetat, zer- 
setzten den Niederschlag mit Schwefelwasserstoff, dampften das Filtrat 
vom Bleisulfid ein, veresterten die Sauren und unterwarfen die Ester 
der gebrochenen Destillation. Die bei 169 bis 170° 14 mm siedende Fraktion 
gab bei der Elementaranalyse gut auf Citronensiuretriaithylester stimmende 
Werte. Die aus dem Ester erhaltene Benzylidenverbindung des Hydrazids 
gab gut auf Tribenzylidencitronensiuretrihydrazid stimmende Stickstoff- 
werte. 

Es ist sicher, dag in den Johannisbeeren Citronensdure enthalten (ist. 


Hartwig Franzen und Fritz Helwert (Zeitschr. f. physiol. Chem. 121, 
46, 1922) fallten Kirschsaft, Prunus avium, mit Bleiacetat, zerlegten den 
Niederschlag mit Schwefelwasserstoff, dampften das Filtrat vom Blei- 
sulfid ein, veresterten die Siuren und unterwarfen die Ester der gebrochenen 
Destillation. Aus den héher siedenden Fraktionen lieB sich iiber das Hydrazid 
Tribenzylidencitronensauretrihydrazid, welches den richtigen Schmelz- 
punkt zeigte und gut stimmende Stickstoffwerte gab, gewinnen. 

Es ist sicher, daB in den Kirschen Citronensdure enthalten ist. 


Edmund 0. v. Lippmann (Ber. 55, 3038, 1922) konnte aus Vogelbeeren- 
saft, Pirus Aucuparia, das Calciumsalz der Citronensiure (wie, ist nicht 
angegeben) abscheiden. Die Kristallwasser- und Calciumbestimmung des 
Salzes gaben gut stimmende Werte und ebenfalls die Kristallwasserbe- 
stimmung der freien Saéure. Die wasserhaltige Siure schmolz bei 100° 
und die wasserfreie bei 155°. 

Es dirfte kein Zweifel bestehen, dap in den Vogelbeeren Citronensdure 
enthalten ist. 
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Vorkommen der Citronensaéure in den Pflanzen $15 


Zusammenfassung. 

Bei einer kritischen Durchsicht der Literatur zeigt sich, dapi div 
allgemein verbreitete Ansicht, Citronensdure sei als ein im Pflanzenreich 
weit verbreiteter Kérper nachgewiesen, nicht haltbar ist. Wahrscheinlich 
ist Citronensdure nachgewiesen in folgenden Pflanzen: 1. Tabak. Nico- 
tiana Tabacum ( Blatter), 2. Maulbeere, Morus nigra (unreife Beere), 
3. Affenbrotbaum, Adansonia digitata (Frucht), und sicher in den folgenden : 
1. Apfelbaum, Pirus malus (Stammrinde), 2. Richardsonia  scabra 
(Kraut und Wurzel), 3. Weinrebe, Vitis vinifera ( Blutungssaft), 4. Sauer- 
kirsche, Prunus cerasus ( Blitter), 5. Lapinensamen, 6. Zuckerrohr, 
Saccharum officinarum (Saft des Rohres), 7. Moosbeere, Vaccinium 
oxycoccos (Frucht), 8. Krapp, Rubia tinctorum (Wurzel), 9. Schéll- 
kraut, Chelidonium majus (Kraut), 10. Erbse, Pisum sativum (Samen). 
11. Wicke, Vicia sativa (Samen), 12. Saubohne, Vicia faba (Samen). 
13. Vogelbeere, Pirus Aucuparia ( Beeren), 14. Citrone, Citrus Aurantium 
(Frucht). 15. Johannisbeeren, Ribes rubrum (Beeren), 16. Kirsche. 
Prunus avium, (Frucht). 











Cg cane pA Bia i Sage, 


Uber die Reaktion yon Antigen 
und Antikérper nach Bindung des einen von ihnen an Kohle. 


Von 
M. Eisler. 


(Aus dem staatlichen sero-therapeutischen Institut in Wien.) 


(Eingegangen am 13. November 1922.) 


Die Art der Verbindung zwischen Antigen und Antikérper be- 
darf trotz des groBen experimentellen Tatsachenmaterials, welches 
dariiber vorliegt und der daraus abgeleiteten Theorien, noch einer 
weiteren Klarung. Es ware zwecklos, auf diese letzteren hier wieder 
naher einzugehen; immerhin aber laBt sich schon mit Riicksicht auf 
die kolloidale Natur der in Betracht kommenden Ko6rper mit einiger 
Sicherheit annehmen, daB wenigstens fiir den Eintritt der Bindung 
von Antigen und Antikérper, an die sich, wie wir wissen, noch weitere 
Prozesse anschlieBen, physikalische Vorginge von groBer Bedeutung 
sind. Nach dieser Auffassung und den experimentellen Ergebnissen, 
ware es wohl berechtigt, die Vereinigung von Antigen und Anti- 
kérper als Adsorptionsvorgang anzusehen. Aber auch durch diese 
Auffassung ist der Charakter des Bindungsvorganges nicht eindeutig 
festgelegt, weil der Begriff der Adsorption auch in der Kolloidchemie, 
der wir die physikalisch-chemische Betrachtungsweise in der Im- 
munitatsforschung verdanken, noch nicht fest abgegrenzt ist. Wurde 
doch fiir diesen Vorgang eine Reihe von empirischen Formeln mit 
verschiedenen Konstanten aufgestellt und die Méglichkeit einen Prozeb 
durch eine solche Formel auszudriicken, oft als geniigender Beweis 
angesehen, um ihn als Adsorption anzusprechen. Die Erkenntnis, 
da8 es im einzelnen Falle auf Grund der Adsorptionsisotherme nicht 
méglich ist, zu entscheiden, ob eine typische Adsorption, also eine 
reine Oberflichenwirkung, oder eine Absorption, also ein Lésungs- 
vorgang, oder endlich ein chemischer ProzeB vorliegt, hat zu dem 
Vorschlag gefiihrt (Mc Bain), von Sorption schlechtweg zu sprechen. 

Wenn es demnach auch fir die Immunitatsforschung derzeit 
wenig aussichtsvoll erscheint, sich mit derartigen theoretischen Pro- 
blemen zu befassen, schien es mir andererseits doch méglich, durch 
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die Untersuchung des Verhaltens von Antigen und Antikérper zu- 
einander, wenn eine der beiden Komponenten an eine Adsorbens ge- 
bunden ist, Aufschliisse in mehrfacher Richtung zu erhalten. Nicht 
nur iiber die Reaktionsweise der beiden Korper, sondern auch iiber 
ihre Beschaffenheit diirften sich aus solchen Versuchen gewisse 
Schliisse ziehen lassen, und auch noch ein anderes interessantes 
Phinomen der Immunititsforschung, namlich der durch Zusatz von 
spezifischem Pracipitin zu einem Immunserum verursachte Antikorper- 
verlust, der mit der Reaktion zwischen Antigen und Antik6érper in 
innigem Zusammenhange steht, schien auf diesem Wege einer weiteren 
Aufklarung zugiinglich. 

Durch die Versuche von Dehne und Hamburger (1), Kraus und 
Pribram (2), Eisler und Tsuru (3), Landsteiner und Prasek (4), sowie von 
Eisler (5) wurden nicht nur die naheren Bedingungen dieser Verluste 
erforscht, sondern auch die nahen Beziehungen zwischen Antikérper 
und Pricipitinogen festgestellt. Fiir die vorliegenden Untersuchungen 
ist es wichtig, auf zwei Tatsachen besonders hinzuweisen. LErstens 
auf die Feststellung von Kraus und Pribram (2), daB schon die Bindung 
des Priacipitins, ohne da’ Fallung erfolgt, einen Schwund des Anti- 
kérpers bewirkt, zweitens auf den von mir (5) erhobenen Befund, dab 
das Antitoxin, auch wenn es bereits Toxin gebunden hat, noch immer 
der Pracipitinwirkung zuganglich ist. Aus den Versuchen ist zu 
schlieBen, da®B bestimmte, durch die Anlagerung des Priicipitins her- 
vorgerufene Veriinderungen der antikérperhaltigen EiweiBteilchen im 
Sinne ihrer Dispersititsverminderung und die durch diese letztere 
bedingten Folgen, namentlich beziiglich der Oberflichenbeschaffenheit, 
imstande sind, die beobachteten Verluste der Agglutinine und Anti- 
toxine zu bewirken. 

Auf Grund dieser Uberlegungen habe ich zuniichst gepriift, in 
welcher Weise die Kohle, welche als typisches Adsorbens gilt, das 
von ihr gebundene Serumeiweif beziiglich seiner Antikérperfunktion 
beeinfluBt. Die vorliegende Versuchsreihe bezieht sich auf Anti- 
toxine, und zwar auf ein gegen das Himotoxin von Vibrionen ge- 
richtetes, ferner auf Tetanus- und Diphtherieantitoxin, die alle vom 
Pferde stammten. AuBer diesen Antitoxinen wurden in jedem Falle 
auch die Eigenschaften der dazugehérigen, an Kohle fixierten Toxine 
untersucht, um auf diese Weise auch iiber die Beeinflussung der 
zweiten an der Reaktion beteiligten Komponente AufschluB zu er- 
halten. Da man nach den oben angefiihrten Versuchen berechtigt 
ist, das Pricipitinogen als den Trager der Antikérperfunktion anzu- 
sehen, wurde auch noch geprift, ob das an Kohle gebundene Pferdeserum 
mit Pricipitin zu reagieren vermag, und ob diese Verbindung auch 
zur Komplementbindung fahig ist. 
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418 M. Kisler: 


1. Vibrio-Himotoxin und Antitoxin. 


Zu diesen und auch zu allen folgenden Versuchen wurde ein 
Praiparat aus Knochenkohle, dessen Herkunft unbekannt war, ver- 
wendet. Das Hamotoxin gewann ich durch Filtration einer zehn 
tagigen Bouillonkultur des Vibrio Kadikjé'). Die lésende Dosis eines 
solchen Filtrats, dem zur Verhinderung von Bakterienwachstum 
etwas Thymol zugefiigt wurde, betrug 0,01 bis 0,02 cem fiir 1 cem 
5 proz. Kaninchenblutaufschwemmung. Von dem benutzten Antitoxin, 
einem mebrere Jahre alten Pferdeimmunserum, geniigten 0,0005 bis 
0.0007 com zur Neutralisation obiger Toxinmenge, wenn beide vor 
dem Blutzusatz '/, Stunde bei 36° C digeriert wurden. 

Zunachst soll durch je ein Versuchsbeispiel die Bindungsfahigkeit 
der Kohle fiir das Toxin und Antitoxin veranschaulicht werden 
Die Versuchsanordnung war folgende: Zum Nachweis der Toxin- 
bindung wurde je 0,1 g Kohle mit verschiedenen Mengen des Bouillon- 
giftes versetzt, das Volumen mit 0,85 proz. Kochsalzlésung immer 
auf 2cem aufgefillt, und die Proben unter mehrmaligem Umschiitteln 
'/, Stunde bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Nach dieser Zeit 
wurden die Réhrchen scharf zentrifugiert, die vollkommen klare, von 
Kohlenteilchen freie Fliissigkeit abgegossen, das Kohlensediment 
wieder in 2ccm Kochsalzlésung aufgenommen. Zu der Kohlen- 
aufschwemmung und zu abgemessenen Mengen des Abgusses wurde 
behufs Priifung des Himotoxingehaltes je 1 ecm 5 proz. Kaninchen- 
blutaufschwemmung zugesetzt. In ganz gleicher Weise wurde auch 
beim Antitoxin-Bindungsversuch vorgegangen, bei welchem die Prii- 
fung des Kohlensediments entfiel, und die Menge des adsorbierten 
Antikérpers durch Auswertung der abgegossenen Fliissigkeit berechnet 
wurde. Diese geschah in der Weise, dafi abgemessene Mengen des 
Abgusses mit je einer komplettlésenden Giftdosis 1/, Stunde bei 36° C 
digeriert und hierauf mit je 1 eem Kaninchenblutaufschwemmung ver- 
setzt wurden. 

Es werden also bei Zimmertemperatur innerhalb '/, Stunde von 
0,1 g Kohle 50 lésende Dosen entsprechend 0,5 ccm Bouillon so gut 
wie vollstindig gebunden, da selbst vier Fiinftel der iiberstehenden 
Flissigkeit erst nach lingerer Zeit ganz schwache Lisung des Blutes 
bewirken. Von geringeren Toxinmengen bleibt tiberhaupt nichts im 
Abgusse zuriick. Andererseits gibt die Kohle von dem gebundenen 
Himolysin einen Teil an zugesetztes Blut ab; dieser Anteil wachst 
mit zunehmender Bindungsgré8e und erreicht bei 50 Dosen ungefahr 
eine komplett lésende Einheit. In andern derartigen Versuchen wurde 
die Toxinabgabe der Kohle genauer ausgewertet und festgestellt, daB 


1) Siehe O. Loewy, Zentralbl. f. Bakteriol., Abt. I, Orig.-Bd. 75, 1914. 
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Tabelle I. 
Bindung von Himotoxin durch Kohle. 





Resultat nach 


Menge der 

Menge des Menge des wT 

Toxins poe ates Sediment: Cc 3h, Zimmer 

aufschwemmung Th, 36° € temperatur 

10 Dosen - 2 ccm ungelést Spur gelést 

= 0,1 cem 1,6 com _ 5 ungeliést 
0,4 com - " . 

20 Dosen 2 cem ungelést part. gelost 

= 0,2 cem 1,6 ceem _ a ungelost 
0,3 cem — S ‘ 

50 Dosen — 2 cem Spur gelést kompl. gel. 

= 0,5 cem 1,6 cem a ungelést Spur gelést 
0,3 com a ungelést 


1 und selbst noch 0,3 ccm der Sedimentaufschwemmung das zugesetzte 
Blut vollstindig lésten, also ungefahr sechs lésende Dosen abgegeben 
wurden. Hervorzuheben wire noch, daB das gebundene Gift trotz 
der lésenden Fahigkeit der Sedimente an der Kohle festhaftet. Ver- 
gleichende Versuche haben namlich gezeigt, daB die nach der Toxin- 
bindung noch einmal mit Kochsalzlésung gewaschene Kohle genau 
so stark hiimolytisch wirkt wie die nichtgewaschene. 

In der folgenden Tabelle Il sind einige Versuche tiber das Anti- 
toxinbindungsvermégen der Kohle aus Pferdeserum zusammengestellt. 


Tabelle IT. 
Bindung von Antihimotoxin durch Kohle. 





Resultat nach 


Menge des : P 
Menge des Bindung 
Aadieonten Abgusses Lh. 30°C 3h, Zimmers Sienaahon 
ccm : temperatur 
0,005 com 15 ‘Spur gelést part. geldést 
= 10 Anti- 0.4 part. gelést kompl. gel. 90 
toxindosen 
0,025 com 1,4 ungelést ungeloést 
= 50 Anti- 0.3 a > 80 
toxindosen 0,1 Spur gelést stark gelést 
0,035 eem 0,1 ungelést ungeldst ? 
0,05 Spur gelést ge gelist 60 
0,03 part. gelést kompl. gel. 
0,01 kompl. gel. ‘ 
0,1 com 0,05 ungelést 
— 100 Anti- 0,02 50 
toxindosen 0,01 part. gelést q 


0,005 stark gelost 


Auch vom Antihémotoxin werden unter den angegebenen Ver- 
suchsbedingungen betriichtliche Mengen der Fliissigkeit entzogen, 
wobei die relative Bindungsstarke bei héheren Konzentrationen ab- 
nimmt, eine bei solchen Prozessen wohlbekannte Erscheinung. 
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420 M. Kisler: 


Uber die Bindung verschiedener Antikérper aus Serum durch 
anorganische und organische Substanzen — darunter auch durch 
Kohle — liegt eine Reihe von Beobachtungen vor. Sie haben er- 
kennen lassen, wie kompliziert und variabel die diesen Prozessen zu- 
grunde liegenden Verhaltnisse sind. Abgesehen davon, daB, wie ja 
zu erwarten ist, die Ergebnisse je nach der Art des Sorbens variieren, 
hat sich gezeigt, daB selbst dasselbe Sorbens — in unserem Falle die 
Kohle — in Versuchen von Zunz (6) aus Pferdeserum zwar Tetanus, 
nicht aber Diphtherieantitoxin bindet. Eigene Versuche zusammen 
mit T’suru (3) zeigten, daB sogar derselbe Antikérper, naimlich das 
Antilysin gegen Vibrio-Haimotoxin aus zwei annihernd gleich hoch. 
wertigen und gleich alten Pferdesera von Kohle in sehr ungleichem 
MaBe adsorbiert wird. AuBer der Starke ist auch die Festigkeit der 
erzielten Bindung in mehrfacher Hinsicht von Bedeutung. Bei einer 
Anzahl von Sorbentien, die Agglutinine verschiedener Herkunft auf- 
genommen hatten, wurden Untersuchungen auch in dieser Richtung 
gemacht. Nicht nur durch Saéure und Alkali (Hahn und Tromms- 
dorf) (7) sondern sogar schon durch miaBiges Erwirmen bei neutraler 
Reaktion, lassen sich solche Verbindungen, wie Landsteiner (8) und 
seine Mitarbeiter nachgewiesen haben, teilweise zerlegen. 

Mit Riicksicht auf diese Befunde habe ich gepriift, ob die Kohle 
unter verschiedenen Bedingungen einen Teil des gebundenen Haémo- 
toxins oder Antilysins abgibt. Durch einfaches Waschen der toxin- 
beladenen Kohle mit Kochsalzlésung, konnten aus dieser, wie bereits 
erwahnt wurde, keine nachweisbaren Giftmengen erhalten werden, 
wohl aber gab sie an rote Blutkérperchen zu deren Lyse hinreichende 
Quantitaten ab (Tabelle I). In den nachfolgenden Versuchen wurden 
je 0,1 g Kohle mit bestimmten Mengen Toxin oder Antitoxin '/, Stunde 
bei Zimmertemperatur stehen gelassen, hierauf scharf zentrifugiert. 
zur Entfernung eventuell noch vorhandener ungebundener Reste mit 
Kochsalzlésung gewaschen, schlieBlich teils in Kochsalzlésung, teils 
in verdiinntem oder konzentriertem, normalem Pferdeserum auf- 
geschwemmt und bei verschiedenen Temperaturen digeriert. Die 
durch Abzentrifugieren der Kohle gewonnenen klaren Flissigkeiten 
und nétigenfalls auch die Sedimente wurden in der iiblichen Weise 
untersucht. 

Unter den gewahlten Versuchsbedingungen gab die Kohle somit 
weder an Kochsalzlésung noch an verdiinntes normales Pferdeserum 
Toxin ab; Antitoxin lieB sich in Kochsalzlésung ebenfalls nicht nach- 
weisen, bei Digestion aus konzentriertem Pferdeserum nur in Spuren, 
insofern gewisse Mengen desselben die Himolyse stairker hemmten 
als die entsprechenden Dosen von nicht digeriertem Normalserum. 
Aus den angefiihrten Versuchen mit Toxin lat sich aber auch ent- 
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ch Tabelle 111. 
ch Festigkeit der Bindung von Toxin und Antitoxin an Kohle. 
Cr- 
7 7 Resultat. fiir 
U- Menge und Art Starke der Fey a : Digestions- 
2 des Ansatzes Bindung Seaton a wd flussigkeit Antitoxin, Toxin, T Sein 
g Abguf Abguf OxIn, diment 


Ja 








- 0,035ceem 60proz. 5°C 1 Std. Kochsalz- Keine Hem 
lie [mmuneer. 40 i lésung mungd.Lyse 7 
1S, dasselbe 
on 0.025ecm 80proz. 50 1/, Std. konz.Pferde- Ger. Hem- 
- {mmunser. serum mungd.Lyse 
0,5 cem Kompl. 5 1 Std. Kochsalzlés. Keine Lyse (ccm part. gel. 
h- Toxin 40 . 2 a 2 com ungelost 
m 0,5 eem Kompl. 5 a Pferdeserum -- is 0,3cem kompl. gel 
ar Toxin 30 fach verd. 0,1 com ' 
40 A Me C 0,05 com stark gel. 
- 0,3 ccm kompl. gel 
f. 0,4 com part. gel. 
g 0,05 ccm Spur gel. 
si 0,5 cem Fast 20 1, Std. Kochsalzlés, Spur gel. 0,5cem kompl. gel. 
Toxin kompl. 0,3 cem 
T \ 0,1 cem stark vel 
1 0,05 cem part. gel 5 


nehmen, dali die GréBe der Bindung, besonders aber ihre Festigkeit 
sowohl mit der Zeit als auch der héheren Temperatur zunimmt. : 
‘ Denn wihrend nach halbstiindiger Bindung bei 20°C der Abgul 
. noch spurenweise list und noch 0,3 cem der Sedimentaufsch wemmung 
; komplette Lyse bewirken, sind die abgegossenen Flissigkeiten, wenn 
die Kohle noch 1 Stunde, sei es bei 5 oder 40°C, mit der Giftlésung 
in Beriithrung war, vollkommen unwirksam; das in der Kilte ge- 
haltene Kohlensediment lést selbst in der Menge von 2 ccm das zu- 
gesetzte Blut nicht mehr vollstindig, das in der Warme gehaltene 
aber itiberhaupt nicht mehr. Die festere Bindung bei héherer Tem- 
peratur ist auch bei der Digestion der Kohle mit verdiinntem Pferde- 
serum aus der Tabelle ILI zu ersehen. Ubrigens ist dieses, obwohl 
auch bei einer solchen Versuchsanordnung in der abgegossenen Fliissig- 
keit keine Spur von Lysin nachweisbar ist, nicht ohne EinfluB auf 
die Stabilitat der Kohien-Toxinbindung, wie sich aus dem Verhalten 
der Sedimente ergibt. Letztere lésen nimlich ungefahr ebenso stark 
wie die Proben mit nur '/, Stunde und viel starker als die mit der 
gleichen Bindungszeit in Kochsalzlésung. Offenbar findet durch die 
gleichzeitige Adsorption von Pferdeserum an die toxinbeladene Kohle 
eine gewisse Verdriingung desselben oder richtiger eine Lockerung in 
der Festigkeit der Bindung statt, so daB wieder eine bestimmte Menge 
an Blut abgegeben wird. 

Nachdem die angefiihrten Versuchsbeispiele iiber die Grée und 
Festigkeit der Adsorption von Toxin und Antitoxin einigen AufschluB 
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gegeben haben, wire noch einiges iiber das Verhiltnis der Bindung 
von Eiweif bzw. stickstoffhaltiger Kérper und Toxin oder Antitoxin 
zu sagen. Wird 0,1 g mit 0,5 ccm Bouillonfiltrat von Vibrio Kadikjé 
in der beschriebenen Weise behandelt, so wissen wir, daB in der 
durch Zentrifugieren gewonnenen iiberstehenden Fliissigkeit nur mehr 
Spuren von Himolysin nachweisbar sind, da somit die zugesetzte 
Toxinmenge so gut wie vollstindig von der Kohle gebunden wurde. 
Gleichzeitig mit einem derartigen Versuche wurde der N-Gehalt nach 
Kjeldahl (Mikromethode von Bang) bestimmt, und zwar in 0,5 cem 
des toxischen Bouillonfiltrats vor dem Zusatze der Kohle und im 
Abgusse nach erfolgter Adsorption. Die betreffenden Werte betrugen 
0,5459 mg fiir das erstere und 0,3730 mg fiir den letzteren. Es wurden 
somit nur 0,1729mg N gebunden gegeniiber dem gesamten Toxin. 
Dieses kann also, selbst wenn wir den gesamten gebundenen N fiir 
das Hamolysin in Anspruch nehmen, nur 0,0034 mg pro lésender 
Dosis enthalten. Der iibrige Stickstoff in dem Bouillonfiltrat kénnte 
teils von Extraktivstoffen, teils von Aminosiuren herriihren, welche 
bei Anwesenheit héher zusammengesetzter N-haltiger Kérper von 
Kohle nicht oder nur in sehr geringem Mabe adsorbiert werden’). 
Uber diese Verhiltnisse miissen erst weitere Versuche Aufschlu8 geben. 

Aus 0,035 ccm des antihimotoxischen Serums werden, wie aus 
den angefiihrten Versuchen hervorgeht, von 0,1 g Kohle 50 bis 60 %, 
des Immunkérpers gebunden. Die N-Zahlen fiir diese Serummenge 
und den durch Zentrifugieren erhaltenen Abgu8 waren 0,3752 mg und 
0,2548 mg, mithin ein Verlust von 0,1204 mg, das wiiren etwa 30 %. 
Es wird also bedeutend mehr Antitoxin als Eiwei8 gebunden. Bei 
der Bewertung dieses Befundes mu8 man beriicksichtigen, daf das 
Serum auBer dem antitoxinhaltigen Globulin auch Albumin enthalt, 
welches, wie aus Untersuchungen von Landsteiner und Uhlicz (10) 
hervorgeht, in wesentlich geringerem Mae von Adsorbentien auf- 
genommen wird als die leichter fallbaren Globuline. Dieser Umstand 
dirfte zur Aufklirung der beobachteten Differenz zwischen Eiweif- 
und Antitoxinadsorption von Bedeutung sein. Die Versuche, in 
denen statt des Vollserums entsprechende Mengen des durch Ammon- 
sulfatfallung gewonnenen und dialysierten Globulins verwendet wurden. 
ergaben neben einem etwa 50proz. Antitoxinverlust auch einen fast 
ebenso groBen des Globulins, also eine befriedigende Ubereinstimmung 
beider. Die in derartigen Versuchen gewonnenen Zahlen kénnen aus 
verschiedenen Griinden, namentlich schon wegen der nicht unbetracht- 
lichen Fehler bei der Mikrokjeldahl-Bestimmung keinen Anspruch auf 
Genauigkeit machen und nur zu einer ungefaihren Schitzung dienen. 


') Vgl. Abderhalden und Fédor (9). 
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Tabelle IV. 
Verhalten der mit Immun- bzw. Normalserum beladenen Kohle zu Toxin. 





Menge und Art des Menge den sw Menge des Menge des Resultat nach 


ooo gesetzten Toxins — spe ye Lh. 30°C 3 picauae 
0,004 com 0,1 cem 15 ungelost ungelost 
Immunserum = 10 Dosen 0,4 - 
2 kompl. gel. 
1,5 ungeldst ungelést 
0,004 cem Dasselbe 0.4 ‘ 
Normalserum -- 2 - kompl. gel. 
0.01 ccm 0,2 com 1,6 _ part. gel. kompl. gel. 
Immunserum = 20 Dosen 0,3 — ungeldst Spur gel. 
— 2 part. gel. kompl. gel. 
0,01 cem Dasselbe 1,6 ‘ . 
Normalserum 0.3 ungelost Spur gel. 
- 2 part. gel. kompl. gel. 
Dasselbe 1,6 ungelost ungelost 
0,3 ” n 
2 part. gel. 
0,1 cem 0,5 cem 1.6 — kompl. gel. kompl. gel. 
Immunserum = 50 Dosen 0,3 — part. gel. ‘ 
_ 1,7 kompl. gel. e 
~ 0,3 7 
1,6 - f. kompl. gel. s 
0,025 com Dasselbe 0,3 — Spur gel. stark gel. 
Immunserum _ 1,7 kompl. gel. kompl. gel. 
0,3 + ” 
0,025 eem Dasselbe 1.6 - f. kompl. gel. a 
Normalserum 0.3 Spur gel. f.kompl. gel. 
17 kompl. gel. kompl. gel. 
— 03 a 
— Dasselbe 1,6 _ ungelési Spur gel. 
0,3 ungelést 
— 1,7 kompl. gel. 
0.3 f. kompl. gel. 
0,1 eem 0,03 cem 2 ungelést ungeldst ') 
Immunserum = 3 Dosen oa 1 stark gel 
0.5 ‘ part. gel. 
0,1 eem Dasselbe 2 Spuren gel. 
Normalserum — J f. kompl. gel. 
05 ri stark gel. 
— Dasselbe 2 — ungelost 
9 





Ubrigens lie® sich auch noch auf andere Weise zeigen, dal} vom 
Globulin durch die Kohle mehr adsorbiert wird als vom Albumin. 
Verdiinnt man niimlich das Vollserum so weit, daB es die gleiche 
antihamotoxische Wirkung hat, wie der nach der Kohlenadsorption 
erhaltene AbguB, und sattigt verschiedene Mengen dieser beiden 


1) Die zweite Ablesung dieses Versuchs erfolgte erst nach fiinf, 
statt nach drei Stunden. 
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Fliissigkeiten bis zu 50% mit Ammonsulfat, so ergeben beide Reihen 
ganz gleich starke Flockenbildung bzw. Triibungen, d.h. also, dab 
in beiden gleich viel Globulin vorhanden ist, bei gleichem Antitoxin- 
gehalt, oder daB die einfache Verdiinnung und die Adsorption durch 
Kohle bei Zugrundelegung des gleichen Antitoxingehaltes denselben 
Effekt haben. Die nach Abschlu8B der Globulinfillung gewonnenen 
klaren Fliissigkeiten von beiden Reihen wurden nun zur Feststellung 
ihres Albumingehaltes mit Ammonsulfat [geséttigt. Bei einer be- 
stimmten Fliissigkeitsmenge war die Tritbung im Abgusse noch deut- 
lich, in der Serumverdiinnung nur mehr angedeutet, weil eben dic 
Kohle weniger Albumin gebunden hatte, wahrend durch die Ver- 
diinnung des Serums Globulin und Albumin in gleichem Mae ver- 
ringert werden. 

Wir wollen uns nunmehr der eingangs gestellten Frage, in welcher 
Weise das an Kohle gebundene Antitoxin bzw. Toxin mit seinem 
Partner reagiert, zuwenden. Um dies Verhalten des Antitoxins zu 
studieren, wurde je 0,1 g Kohle mit verschiedenen Mengen des Immun- 
serums versetzt und in der friiher beschriebenen Weise behandelt. 
Die Kohlensedimente wurden dann mit abgemessenen Toxinmengen 
versetzt — das Volumen betrug immer 2 ccm —, die Proben '/, Stunde 
bei Zimmertemperatur unter 6fterem Schiitteln stehen gelassen, hier- 
auf scharf zentrifugiert, die Sedimente und iiberstehenden Flissig- 
keiten in der tiblichen Weise auf ihren Lysingehalt untersucht. Gleich- 
zeitig wurden auch Kohlenproben mit entsprechenden Mengen von 
normalem Pferdeserum vorbehandelt und dann mit Toxin versetzt. 
Solche Parallelversuche waren notwendig, um zu sehen, in welcher 
Weise die Adsorptionskraft der Kohle fiir Toxin durch das Pferde- 
serum an sich beeinflu8t wird. Der Kiirze und Ubersichtlichkeit 
wegen sind in der folgenden Tabelle IV einige derartige Versuche mit 
wechselnden Mengen von Toxin und Antitoxin zusammengestellt. 

Das auffallendste Ergebnis dieser, Versuche ist, daB das an Kohle 
adsorbierte Immunserum auch unter den giinstigsten quantitativen 
Verhaltnissen nicht imstande ist, Toxin zu neutralisieren, denn selbst 
bei Zusatz von 0,1 ccm Antitoxin, von dem etwa 100 entgiftende 
Dosen gebunden werden, und nur drei*himolytischen Dosen, ist sogar 
der vierte Teil der Sedimentaufsehwemmung noch etwas giftig. Die 
iiberstehende Fliissigkeit enthalt allerdings kein nachweisbares Toxin 
mehr. Werden gréBere Giftmengen (20 bis 30 lésende Dosen) der 
mit Antitoxin vorbehandelten Kohle hinzugefiigt, so lassen sich auch 
noch in Bruchteilen der iiberstehenden Fliissigkeiten merkliche Quan- 
titaten von Hamolysin nachweisen, wahrend die nicht vorbehandelte 
Kohle von 50 Toxindosen so gut wie alles bindet, so daB selbst der 
ganze AbguB nur mehr ganz schwach lést. Auch die Sedimente der 
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mit Immunserum priparierten Kohleaufschwemmungen sind fiir rote 
Blutkérperchen viel giftiger als die von reiner, wenn beiden gleich 
viel Himotoxin zugesetzt wird. Besonders augenfallig wird die voll- 
standige Unwirksamkeit des an Kohle gebundenen Antitoxins durch 
die Tatsache, da kleine Mengen davon keinen EinfluB auf die Bin- 
dungskraft der Kohle fiir Toxin haben, mittlere und gréfere diese 
aber immer mehr herabsetzen, genau in gleichem Mabe wie normales 
Pferdeserum. Diese Erscheinung ist so zu erkliiren, dafB das Immun- 
serum bei gleichzeitigem Erléschen jeder Antitoxinwirkung so wie 
Normalserum die Oberfliche der Kohle besetzt und dadurch zur 
Toxinadsorption ungeeignet macht. Dieser Effekt ist auf zweierlei 
Weise festzustellen. Erstens dadurch, daB die mit Serum vorbehandelte 
Kohle viel weniger Gift bindet als die gewéhnliche, zweitens aber 
dadurch, daB erstere, obwohl sie weniger Himolysin an sich gerissen 
hat, trotzdem viel stirker Blut lost als letztere; aus dieser Beob- 
achtung muB geschlossen werden, dab die Festigkeit der Bindung 
durch Besetzung der Oberfliche eine viel geringere ist. Die GréBe 
der Bindung scheint auch unter solchen Bedingungen, wie speziell 
darauf gerichtete Versuche mit '/,- und 5stiindiger Bindungszeit ge- 
zeigt haben, etwas zuzunehmen, nicht aber deren Festigkeit. 

Wir kénnen uns nun der Untersuchung der zweiten Frage zu- 
wenden, wie das an Kohle gebundene Toxin mit dem Antitoxin reagiert. 
Auf die Versuchsanordnung braucht nicht mehr niher eingegangen 
zu werden, da sie mit der friither beschriebenen vollkommen gleich 
ist. Bemerkt sei bloB, daB die toxinbeladene Kohle dann noch 
1/, Stunde mit dem antitoxischen Serum in Beriihrung blieb. Aus- 
gewertet wurde die lésende Kraft der Kohlensedimente und die 
hemmende der Abgiisse, um auf diese Weise die Menge und die 
Wirkung des gebundenen Antitoxins nachweisen zu kénnen. Die 
niheren Daten sind ohne weiters aus der Tabelle V ersichtlich. 

Aus diesen Versuchen geht sehr deutlich hervor, daf die mit 
Toxin vorbehandelte Kohle mehr Antitoxin bindet als die unvorbe- 
handelte, selbst bei einem SerumiiberschuB. Bei einem Verhiltnis 
von Toxin zu Antitoxin wie 1:21'/, ist dieser Unterschied noch deut- 
lich, bei einem Verhiltnis von 1:6 noch angedeutet. Diese Er- 
scheinung ist um so bemerkenswerter, als man ja_beriicksichtigen 
muB, daB die Kohle durch vorherige Adsorption des Toxins einen 
Teil ihrer Bindungsfahigkeit eingebiBt hat, wie wir es bei der mit 
Immunserum beladenen Kohle in den vorhergehenden Versuchen ge- 
sehen haben und wie auch der angefiihrte Versuch mit durch un- 
geimpfte Bouillon vorbehandelter Kohle zeigt, die nicht nur viel 
weniger Antitoxin bindet als die mit Gift besetzte, sondern auch 
viel weniger als reine. Man kann daher aus diesem Verhalten 
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Verhalten der mit Toxin beladenen Kohle zum Antitoxin. 
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Tabelie V. 





Menge des 
Menge und Art | zugesetzten 
des Zusatzes Antitoxins 
ecm 
0.5cem Toxin — 
0.5cem Toxin 0,035 
0,035 
0.5eem Bouillon) 0,035 
0.5eem Toxin 0.15 
he 0,15 
O8eem Toxin 0.1 
0.1 


Menge des 
Sediments 


ccm 


03 
0.1 


Menge des 


Abgusses 
. Lh, 36°C 
com 
kompl. gel. 
f. kompl. gel. 

ungelést 
0.1 ii 
0.05 part. gel. 
0,1 ungeloést 
0.05 Spur gel. 
0,1 ungelést 
0,05 Me 
0,03 Spur gel. 
0.01 ungelést ? 
0,015 ungelést 
001 Bs 
0.015 
0015 part. gel. 
0,02 Spur gel. 
0,025 ungelost 
0,015 ungelést ? 
0.02 ungelést 
0,025 ah 

Tabelle VI. 


Kesultat nach 


3h, Zimmer: 
temperatur 


kompl. gel. 


ungelést 


9 
Spur gel. 
kompl. gel. 


ungelést 
part. gel. 


ungelést 
% 


stark gel. 


Spur gel. 
ungelost 


7? 


, 


stark gel. 
part. gel. 
Spur gel. 
Spur gel. 
ungeldst ? 
ungelést 


Neutralisation des an Kohle gebundenen Toxins. 


Anmerkuny 


Von ) Ant 
toxindoser 
sind 35 bis 4 
gebunden 


Von  Antitox 
Dosen sind 3 
gebunden 


Von 50 Antitox 
Dosen sind 10) 
gebunden 





Menge des zue | Menge und Art | Menge des 


gesetzten des zugesetzten 
Toxins Serums 
0.5cem 0,06 com 


Imm.-Serum 


0,04 ccm 
Imm.-Serum 


0.5eem 


0,03 cem 
Imm.-Serum 


0.5 eem 


0,03 cem 
Norm. -Ser. 


0.5 cem 


Sediments 
ccm 


0,3 
0,1 


Menge des 


Abgusses 


com 


0,05 
0,03 


0.1 
0,05 
0,1 

0.05 


Resultat nach 


1h, 36°C 


ungelést 


part. gel. 
ungeldést 


part. gel. 


ungelést 
Spiirch. gel. 
stark gel. 


kompl. gel. 


f. kompl. gel. 


3h, Zim.ners 
temperatur 


ungelost 
Spur gel. 
stark gel. 


ungelést 


Spiirch. gel. 


stark gel. 
ungeloést ? 
Spur gel. 
kompl. gel. 


Anmerkung 


Von 00 Antitox 
Dosen sind 40 
gebunden. 


Von 42 Antitox 

Dosen sind un 

gefahr 30 ge- 
bunden 


zweifellos annehmen, da die Reaktionsfihigkeit des Toxins mit dem 
Antitoxin trotz seiner Bindung an Kohle vollkommen intakt ist, dal 
sich also das Gift gerade entgegengesetzt verhilt wie das Serum. 
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DemgemiB gelingt es auch, das himolytisch wirksame Toxin-Kohlen- 
sediment durch entsprechenden Antitoxinzusatz so zu beeinflussen, 
daB in dem angefiihrten “‘ersuche die Halfte einer derartigen Sediment- 
aufschwemmung unwirksam ist, waihrend von derselben Toxin-Kohlen- 
aufschwemmung ohne Immunserumzusatz noch ein Zwanzigstel das 
Blut vollstindig lést. 

Der folgende Versuch (Tabelle VI) soll zeigen, wieviel Antitoxin 
nétig ist, um das an Kohle gebundene Toxin zu neutralisieren, da in 
dem vorhergehenden Versuch nur die Halfte der Kohlenaufschwemmung 
verwendet wurde. 

Wenn also ungefihr 40 Antitoxindosen an die mit 50 Toxindosen 
beladene Kohle adsorbiert werden, wird diese vollstindig entgiftet, 
aber selbst 30 Dosen geniigen noch annihernd zu diesem Zwecke. 
Scheinbar sind also nicht einmal aquivalente Mengen Antitoxin zur 
Neutralisation des an Kohle fixierten Himotoxins notwendig, wobei 
aber beriicksichtigt werden muB, daB eben ein gewisser Teil des 
Toxins auch ohne Antitoxin von der Kohle festgehalten wird. Jeden- 
falls kann aber auch aus diesem Versuche angenommen werden, dal 
die Reaktionsfihigkeit zwischen Toxin und Antitoxin vollstandig er- 
halten ist. Aus dem Versuche ist auch zu ersehen, wie eine ent- 
sprechende Normalserummenge auf die Toxinkohle wirkt. Eine so 
behandelte Sedimentaufschwemmung list selbst noch in der Menge 
von 0,lcem vollstindig. Der durch die Serumeinwirkung bedingte 
langere Kontakt des Toxins mit der Kohle bewirkt nicht wie in 
reiner Kochsalzlésung eine Zunahme der Bindung, sondern ein solches 
Sediment verhilt sich ebenso wie eines in Kochsalzlésung mit nur 
‘/, stiindiger Bindungszeit, weil die Konkurrenz des Normalserums mit 
dem Toxin um die Kohlenoberfliche zur Geltung kommt. 


Versuchsergebnisse. 

0,1 g Kohle vermag in 1!/, Stunde bei Zimmertemperatur an- 
nahernd 50 lésende Dosen zu binden und gibt ungefaihr 6 Giftdosen 
an zugesetztes Blut wieder ab. Durch einfaches Waschen der be 
ladenen Kohle ist kein Haimotoxin zu entfernen. Bis zu 10 Toxin- 
dosen fixiert die Kohle so fest, daB sie kaum etwas davon an Biut 
abgibt. 

Auch Antitoxin wird von der gleichen Kohlenmenge adsorbiert ; 
die Bindung nimmt mit steigender Serumkonzentration prozentuell ab. 

Die Kohle gibt gebundenes Toxin beim Erhitzen auf 45 bis 60° C 
weder an Kochsalzlésung noch verdiinntes normales Pferdeserum ab. 
Ebensowenig wird adsorbiertes Antitoxin durch Digestion mit Koch- 
salzlésung bei dieser Temperatur abgegeben, an konzentriertes nor- 
males Pferdeserum héchstens in Spuren. Die Gréfe der Toxinbindung, 
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namentlich aber ihre Festigkeit nimmt sowohl mit der Zeit als auch 
der Temperatur zu, schon durch geringere Mengen von normalem 
Pferdeserum wird sie herabgesetzt. 

Auch wenn das gesamte zugesetzte Toxin von der Kohle ge- 
bunden wird, verschwinden nur ungefihr 30° des Stickstoffs aus 
der Bouillon. 

Aus dem Vollserum wird von der Kohle viel mehr Antitoxin 
adsorbiert als Eiweif8. Verwendet man jedoch statt des Vollserums 
Globulinlésungen, so gehen Antitoxin- und Globulinverlust ungefahr 
parallel. Obige Differenz ist auf eine stirkere Bindung des Globulins 
gegeniiber dem Albumin zuriickzufiihren. 

Das an Kohle gebundene Antitoxin ist selbst in groBem Uber- 
schuB nicht mehr imstande, Hiaimolysin zu neutralisieren. Der voll- 
stindige Verlust des Toxinbindungsvermégens, welchen das an die 
Kohle fixierte Immunserum erleidet, zeigt sich dadurch an, dai eine 
so vorbehandelte Kohle weniger Himotoxin adsorbiert als reine, und 
da8 das entsprechende Kohlensediment trotzdem stirker rote Blut- 
kérperchen lést als letzteres. 

Im Gegensatze zu dem Verhalten des Antitoxins, ist das spe- 
zifische Bindungsvermégen des Toxins auch nach seiner Bindung an 
Kohle vollstandig erhalten und wird daher eine derartig praparierte 
Kohle durch entsprechende Antitoxinmengen entgiftet. In Uberein- 
stimmung mit diesem Befunde wird die Adsorptionskraft der Kohle 
fiir Antitoxin durch Vorbehandlung mit Toxin nicht nur nicht herab- 
gesetzt, sondern sogar erhdht. 


2. Tetanustoxin und Antitoxin. 

Dieselben Fragen, welche uns im vorhergehenden Abschnitt fiir 
das Vibrio-Hamotoxin und sein Immunserum beschiftigt haben, naim- 
lich wie diese beiden Kérper, wenn sie von Kohle gebunden sind, 
untereinander reagieren, bzw. wie sie die Adsorptionskraft der Kohle 
beeinflussen, sollen nun auch fiir das Tetanusgift und sein Gegen- 
gift beantwortet werden. Zu simtlichen hierher gehérigen Versuchen 
wurde ein mit Ammonsulfat gefilltes und getrocknetes Gift von kon- 
stantem Werte verwendet, von dem zu jedem Versuche die ent- 
sprechende Lésung frisch bereitet wurde. Als Antitoxin diente ein 
Pferdeimmunserum, das pro Kubikzentimeter 2,5 Antitoxineinheiten 
enthalt und ungefaihr 1'/, Jahre alt war. Die Menge der Kohle 
betrug in allen diesen Versuchen wieder 0,1 g, das Fliissigkeitsvolumen 
2 ccm, die Bindung erfolgte '/, Stunde lang bei Zimmertemperatur 
unter 6fterem Umschiitteln. Als letale Dosis des Toxins wird die- 
jenige Menge bezeichnet, welche eine Maus von 15 bis 20g in etwa 
48 Stunden tétet; sie betrigt 0,00002 g. Die zur Neutralisation der- 
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euch selben erforderliche Serumquantitaét, nimlich 0,000025 ccm ist als eine 
lem Antitoxindosis angefiihrt. Zum Verstindnis der folgenden Tabelle 
sei noch bemerkt, daB in der Kolumne Abgu8 zweierlei Flissigkeiten 
angefiihrt sind, namlich die, welche nach dem Versetzen der Kohle 
ge- ; aia 
eis mit Toxin durch Zentrifugieren gewonnen wurde und als solche zur 
Prifung ihrer Giftigkeit Mausen injiziert wurde, und dann auch die, 
oxin welche nach dem Zusatz von Immunserum zur Kohle gewonnen w:irde. 
nine Ihr Antitoxingehalt wurde in der Weise bestimmt, daB abgemessene 
fabr Mengen derselben mit je 0,00002 g = 1 letal. Dosis gemischt, '/, Stunde 
fins stehen gelassen und dann Mausen injiziert wurden. 
Tabelle VII. 
ber- : Verhalten der mit Immun- bzw. Normalserum beladenen Kohle zum Toxin. 
roll- — 
die | Menge des Abgusses von || Menge des | | 
Menge und Art | Menge d ener ell el i 
ine ps omen ta Toxin Antena (| Resultst || Anmerkung 
| ccm ccm ccm | 
ind psc te ee 
jut- — 0,00004 g 1,8 — gesund 
= 2 let. Dos. — 2 + 4 Tage 
pe- = 0,0002 g 15 gesund Von 10 letalen 
as — 10let. Dos. coe 2 + 2 Tage Dosen alle geb. 
ete 0,00025 cem dasselbe 15 gesund —_-Von 10 Antitox.. 
, L-S.= 10A.-D. um 2 +3 Tage Dosen alle geb. 
in - 1,5 ieee +3 Tage — —— 
hl : 0,4 ashe + 2 Tage osen allie ged. 
. 0.00025 ccm — dasselbe 15 a gesund 
- N.-S. ~~ 2 + 3 Tage 
0.lecem N.-S. dasselbe 1,5 + 30 Stund, Von 10 letalen 
04 — | t2iTege. Popabieem 
2 + 5 Tage : 
fiir 0,15cem I.-S.  _ dasselbe -- 2 + 4 Tage ia 
i 0,15cem N.-S.  dasselbe — 2 + 3 Tage ite 
id 0,02cem I.-S.  dasselbe 1,5 — gesund Von 800 Anti 13 
’ 7 toxin-Dosen 600 Mi 
ile “ 001 ” gebunden. me 
n- 0,02 sow , i 
on 2 + 4 Tage ‘ 
n- 0,0lcem I.-S. 0,002g = 0,015 “= gesund ves 100 fon 
100 let. Dos. 0,02 _ + 8 Tage ey ees 608 
t- 01 pre + 3 Tage 80 gebunden. 
in 0,02 Tetan. tiber], Von400 Antitox.- 
0.05 gesund Dosen 350 geb. 
on ’ 
le [ _ dasselbe 0,02 gesund Von 100 letalen 
4 eS oa Tetan. iiberl, Posen unsetane 
> 0,3 =< + 3 Tage ; 
ir 
mi Aus den angefiihrten Versuchen geht hervor, daf von 0,1 g Kohle 
im betrachtliche Mengen von Tetanusantitoxin adsorbiert werden. 10 Anti- 
oy toxindosen verschwinden vollstandig, von 400 werden fast 90 %, von 
Biochemische Zeitschrift Band 135. 28 
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800 Antitoxindosen 75 °% gebunden. Die stiirkere Bindung dieses 
Antikérpers gegeniiber dem Antihimotoxin, von dem bei Zusatz von 
50 Antitoxindosen nur 60 bis 80% an die Kohle fixiert wurden, 
erklart sich aus der starkeren Wirksamkeit des Tetanusimmunserums 
und dem dadurch bedingten geringeren EiweiBgehalt der Adsorptions- 
fliissigkeit. Sind doch in 0,02 cem Tetanusserum 800 Antitoxindosen 
enthalten, in 0,025 ccm des Vibrioneuserums héchstens 50 Antitoxin- 
dosen. Unter Beriicksichtigung des Eiweibgehalts diirfte also die 
GréBe der Bindung fiir beide Antitoxine gleich sein. 

Das an Kohle gebundene Tetanusantitoxin ist fiir das Toxin 
vollkommen wirkungslos, nicht nur wenn das Verhiltnis beider wie 
1:1 ist, sondern auch dann, wenn die Kohle mehrere hundert Male 
mehr vom ersteren enthilt. Diese Unwirksamkeit des Antitoxins 
zeigt sich auch daran, daB mit Tetanusserum beladene Kohle ebenso 
wie die, welche normales Pferdeserum fixiert hat, weniger Gift bindet 
als reine. Nur ganz geringe Mengen von Serum lassen die Bindungs- 
kraft der Kohle unbeeinfluBt. 

Die in der nachsten Tabelle VIII zusammengestellten Versuche 
geben AufschluB, wie das an Kohle gebundene Tetanustoxin mit 
seinem Antitoxin reagiert. Nach dem ersten Teile des Versuchs 
der Toxinadsorption wurde die iiberstehende Fliissigkeit auf ihre 
Giftigkeit gepriift und nach erfolgter Bindung des Serums der resul- 
tierende AbguB durch Versetzen abgemessener Mengen desselben mit 
je einer letalen Dosis auf noch vorhandenes Antitoxin untersucht. 


Tabelle VIII. 


Verhalten des an Kohle gebundenen Toxins zum Antitoxin. 





| Menge des zus Menge des Abgusses von || Menge des | 


M d Ss s ~ : 5 
qraten teaian a | Toxin Antitoxin sci \ Resultat Anmerkung 
| 
0,016g =  0,02ccm | 0,02 dime gesund 
800 let. Dos. | = 800 A.-D. , 0,04 a - 
2 + 3 Tage 
0,002 g = 0,01 ccm 0,02 | — gesund 
100 let. Dos. = 400A.-D. 0,1 — Tetan. tiberlebt 
0,01 s Von 400 A.-D 
0,02 * gesund 300 gebunden. 
| 0,05 si ra 
2 + 30 Stunden 
_ 0,01 ceem | 0,02 — Tetan. iiberlebt Von 700 A.+D 
= 400A.-D. | 0,04 — gesund So getendes 
0,0002 g — 2 + 2 Tage 
= 10let.Dos. 100 A.-D. 4 + 3 Tage 
dasselbe 1000 A.-D. 2 + 31/, Tage 
dasselbe 10000A.-D. | 2 gesund 
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oe Um Wiederholungen zu vermeiden, sei auf die in der friheren 
ions Tabelle angefiihrten Versuche hingewiesen, aus denen hervorgeht, 
= daB zwar 10 letale Dosen noch vollstindig von 0,1 g Kohle gebunden 
“id werden, diese Kohlenmenge aber nicht einmal zwei tidliche Giftdosen 
98 so fest zu fixieren vermag, daB bei Einbringung einer solchen Kohlen- 
— aufschwemmung unter die Riickenhaut der Maus, ihr Tod an Tetanus 
wet verhindert wird. Trotz dieser geringen Bestiandigkeit der Kohlen- 
ie toxinverbindung im Tierkérper war es nicht méglich, diese Verbindung 
f F durch Erhitzen in Kochsalzlésung auf 50°C zu spalten. Wenn 0,1 g 
one Kohle selbst mit 100 letalen Dosen versetzt worden war, von denen 
29 : nach den friiher erwihnten Versuchen mindestens 90 Dosen gebunden | 
ule : werden, lie sich in der Digestionsfliissigkeit keine toxische Wirkung 
sai ; nachweisen. 

“if 4 Um zu entscheiden, ob eine Neutralisation des an die Kohle ge- 
et l bundenen Toxins durch Immunserum médglich ist, wurde die mit 
“i Tetanusgift praparierte, dann mit Antitoxin versetzte und hierauf 

zentrifugierte, eventuell noch gewaschene Kohle in 2 cem Kochsalz- 
he lésung aufgeschwemmt und Mausen injiziert. Es hat sich nun gezeigt, 
“ daB das an Kohle adsorbierte Gift, im Gegensatze zum Vibriotoxin, 
hs nicht nur durch aquivalente, sondern auch durch betrachtlich gréBere 
” Antitoxinmengen nicht neutralisierbar ist. Erst ein ungefahr 400 facher 
* Uberschuf8 ist imstande, die Entgiftung herbeizufiihren. Im Zu- 
" sammenhang mit dieser Erscheinung steht auch der Befund, daB die 


mit Tetanustoxin praparierte Kohle weniger Antitoxin bindet als un- 
vorbehandelte, wihrend wir gesehen haben, daB das Vibrio-Haimotoxin 
die Adsorptionskraft der Kohle fiir Antitoxin nicht nur nicht herab- 
a setzt, sondern sogar steigert. Zu bemerken wire noch, daB der Tod 
der mit Kohlenaufschwemmungen injizierten Miuse zuweilen zeitliche 


ae UnregelmaBigkeiten aufwies, insofern die Lebensdauer nicht immer 
genau mit der berechneten Toxinmenge iibereinstimmte. Solche 
Schwankungen diirften in den wechselnden Resorptionsverhiltnissen 
begriindet sein. Bei den eingegangenen Mausen fand sich unter der 
Rickenhaut eine ziemlich fest haftende Kohlenschicht, in deren Um- 
gebung das Gewebe etwas hyperaimisch war. 
A.D 
eo. Versuchsergebnisse. 
Von 0,1 g Kohle werden infolge der hohen Wirksamkeit des 
A.D Tetanusserums betrichtliche Antitoxinmengen gebunden. Dieses Anti- 
widen toxin abt selbst in groBem Uberschu8 keine Wirkung mehr auf das 


Toxin aus und setzt ebenso wie normales Pferdeserum die Bindungs- 
kraft der Kohle fiir das Gift herab. 

Auch das Toxin wird in hohem Mae gebunden, so da von 
100 letalen Dosen der gréBte Teil aus der Fliissigkeit verschwindet, 
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aber selbst mit nur zwei letalen Dosen beladene Kohle verursacht 
noch den Tod der injizierten Maus. Dagegen findet in vitro durch 
Digestion mit Kochsalzlésung bei 50°C keine Toxinabspaltung statt, 
auch wenn der Kohle 100 letale Dosen zugesetzt worden waren. 

Das an Kohle adsorbierie Gift wird erst durch einen kolossalen 
AntitoxiniiberschuB neutralisiert. 

Eine mit Toxin vorbehandelte Kohle bindet weniger Antitoxin 
als unvorbehandelte. 


8. Diphtherietoxin und Antitoxin. 


Das Diphtheriegift ist in vielen Beziehungen verschieden vom 
Tetanusgift, vor allem zeichnet es sich durch eine viel gréBere Avidi- 
tat zu seinem Antitoxin aus. Schon aus diesem Grunde glaubte ich, 
dieselben Untersuchungen, tiber die in den beiden vorhergehenden 
Abschnitten mit dem Vibriohamotoxin und dem Tetanustoxin be- 
richtet wurde, auch fiir das Diphtheriegift und sein Antitoxin an- 
stellen zu sollen. Zu allen Versuchen wurde dasselbe Antitoxin be- 
nutzt, ein nahezu 1 Jahr altes, nicht carbolisiertes Pferdeserum, das 
200 I.-E. pro Kubikcentimeter enthielt, und zwei verschiedene 
Bouillongifte. Eines war mit dem Stamme ,,Amerika‘ hergestellt, 
schon mehrere Jahre alt und hatte von seinem urspriinglichen Wert 
bereits erheblich verloren. Zur Zeit der Versuche betrug die 
L + 0,43 cem, die Dos. letal. simplex, schon vor einiger Zeit bestimmt’), 
0,01 eem, so daB in 1L-+ ungefihr 40 letale Dosen enthalten waren. 
Das andere Gift war mit dem Stamme ,,Kling‘‘ hergestellt und erst 
einige Monate alt. Seine L+ war 0,40cem, die einfache letale 
Dosis 0,005 cem, so daB in einer L + 80 letale Dosen vorhanden 
waren. Da in manchen dieser Versuche gréRere Serummengen zur 
Anwendung kommen, habe ich teilweise 0,2 g statt 0,1 g Kohle ge- 
nommen. 

Durch die in den beiden folgenden Tabellen zusammengestellten 
Versuchsbeispiele soll dargetan werden, wie unvorbehandelte Kohle 
Antitoxin und Toxin bindet, bzw. letzteres fixiert, was durch In- 
jektion der Kohlenaufschwemmung bei Meerschweinchen  gepriift 
wurde. Weiter soll gezeigt werden, in welcher Weise Antigen und 
Antikérper, wenn einer von ihnen an Kohle gebunden ist, mitein- 
ander reagieren. Zur Bindung wurde der betreffende Kérper mit 
der Kohle in 2cem Kochsalzlésung zusammengebracht und unter 
éfterem Schiitteln +/, Stunde bei Zimmertemperatur stehen ge- 
lassen. Dann wurde zentrifugiert, das Sediment gewaschen, die 


1) Wegen Tiermangel muBten diese Versuche nach Méglichkeit be- 
schrankt werden. 
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iiberstehenden Fliissigkeiten entweder auf ihren Antitoxingehalt 
durch Mischung abgemessener Mengen von ihnen mit je einer L 4 
ausgewertet, oder zur Bestimmung ihrer Toxizitat in abgestuften 
Dosen injiziert. Ob das an die Kohle gleichzeitig gebundene Toxin 
und Antitoxin aufeinander im Sinne der Neutralisation des ersteren 
eingewirkt hatten, wurde durch Injektion der Kohlenaufschwemmung 
an Meerschweinchen festgestellt. Durch Injektion von gleichen Mengen 
reiner Kohle konnte ich mich wtberzeugen, da diese als harte 
Einlagerung, haufig in Form von Knétchen zu fihlen ist und 
héchstens ganz geringe Schwellung der nichsten Umgebung bewirkt, 
so da auch bei den Tieren, welche nicht den typischen, durch 
Sektion festgestellten Diphtherietod starben, sondern nur Infiltrate 
bekamen, eine Verwechslung mit den durch die Kohle an sich be- 
wirkten Erscheinungen nicht zu befiirchten war. 

Die Tabelle IX enthalt Versuche mit Diphtherieserum und sein 
Verhalten zum Toxin. 


Tabelle IX. 
Verhalten des Antitoxins bei der Bindung durch Kohle. 





.~ 2 a bing ‘ Menge des Abgusses von Menge | | 
er | Menge des | Menge des des || ‘ 
Kohle Serums Toxins Toxin Antitoxin || Sedis Resultat Anmerkung 
g ccm com H ments | 
0.2 0O4ecm — - 0,03 Strang Von 80 LeE« 
= 801.-F. 0,05 glatt ‘8b 
—< 0,07 . 3 
0.2 O4Acem = 0,43 eem 0,03 — ? 
= 801.-E. Amerika = 0,05 Strang 
0.1 — hartes Inf. 
2cem 7+ 4 Tage 
0,1 0,04ecm | —_ 0.6 glatt Von 8 LE. 
= 81.-E. _— 1,0 J héchstens 4 


bis 5 geb, 


Von 0,2g Kohle werden bei Zusatz von 80 1.-E. ungefahr 
40 gebunden; diese groBe Antitoxinmenge vermag aber nicht einmal 
eine L++ zu entgiften, was beweist, daB auch das Diphtheriantitoxin 
trotz seiner betrachtlichen Aviditaét zum Toxin durch die Kohle seiner 
Bindungskraft vollstindig beraubt wird. 

Die in der folgenden Tabelle X zusammengestellten Versuche 
beschaftigen sich mit der Adsorption der beiden Diphtheriegifte und 
dem Verhalten der mit Toxin priparierten Kohle zum Antitoxin. 

Wir sehen aus diesen Versuchen, daB die Kohle beide Toxine 
zu binden, aber nur ungefihr zwei letale Dosen so weit festzuhalten 
vermag, da8 nicht mehr der Tod des Tieres eintritt. 
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Tabelle X. 
Verhalten der mit Toxin beladenen Kohle zum Antitoxin. 
Menge Menge d. Abgusses v. Menge 
_der Menge des Menge des d. Sedi: Resul i| eeasie 
Kohle Toxins Serums || Toxin  Antitoxin | ments esuntat i PERUSE 
g ccm /| ecm com ecm i 
0.2 043 Amer. | 0,03 : glatt 
0,05 hart. Inf. 
0,1 —— Inf. 
05 + 6 Tage 
0.2 043 Amer. | 0,4 ecm 0,03 — gr. Inf. iiberl. 
= 801.-E. 0.05 glatt 
0,07 - > 
2 + 4 Tage 
0.1 043 Amer. | 0,04cem 1,0 glatt Yee 8 Be. 
= 8],-F. 0,6 a oo asa oa 
| 0,04 com 1,0 5 ne. 
|= 8L-E. 06 - 
0,1 0,024 Amer. | — hart. Inf. 
pen ‘ + 6 Tage 
0,43 e _ 2 + 4 Tage 
0,15 ~ | 04eem 2 kl. Inf. iiber!. 
|= 801.-E. 2 
0,1 0,012 Kling. - 3 glatt? 
0,05 x — 2 + 4 Tage 
0,06 si ~ 2 + 3 Tage 
0,05 . | 04ceem 2 glatt 
= 801.-E,| 2 
01 (08  , 002cem) 19 : A nese 
= 41.-E. | 0,7 . gebunden. 
ie Strang Von 4 Lek. 
1,2 etwa 3 ge- 
0,7 7 2 Tage bunden. 


Trotz dieser betrichtlichen Abgabe des gebundenen Toxins im 
Tierkérper gelang es nicht, durch Digestion von 1g mit 0,2 cem 
Kling beladener Kohle bei 50°C in Kochsalzlésung, mit dieser irgend 
eine Giftwirkung zu erzielen. Das an Kohle gebundene Toxin 
braucht zur Entgiftung einen kolossalen AntitoxiniiberschuB, deshalb 
ist nur die Neutralisation einer kleinen Toxinmenge durchfihrbar, 
da sonst nicht genug Serum von der Kohle gebunden werden kann. 
Die beiden verwendeten Toxine verhielten sich ziemlich gleich; von 
beiden lieBen sich noch ungefaihr 10 letale Dosen entgiften. Ent- 
sprechend der schweren Neutralisierbarkeit des an Kohle gebundenen 
Toxins bindet eine mit Gift vorbehandelte Kohle weniger Antitoxin 
als reine. Dieser Unterschied ist jedoch nur bei einem grofBen 
Toxiniiberschu8 und 0,1 g Kohle deutlich zu erkennen. Bei Ver- 
wendung von 0,2g Kohle oder auch von 0,1 g und weniger grofen 
Toxinmengen ist dieser Unterschied nur angedeutet, wenn wir die 
Bindungsergebnisse mit Diphtherieserum in der Tabelle 1X vergleichen. 
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Versuchsergebnisse. 

Diphtherietoxin und Antitoxin werden von Kohle unter ge- 
eigneten Bedingungen gebunden. Von dem adsorbierten Toxin wird 
ein groBer Teil im Meerschweinchen wieder abgespalten und nur 
ungefihr zwei letale Dosen festgehalten. Durch Digestion toxin- 
belader Kohle in Kochsalzlésung bei 50°C wird kein Gift abgespalten. 

Das an Kohle gebundene Antitoxin vermag auch in grobem 
Uberschu8 nicht mehr Toxin zu neutralisieren. An Kohle ge- 
bundenes Diphtheriegift wird zwar nicht von Aquivalenten, wohl 
aber noch von sehr groBen Serummengen neutralisiert; es setzt die 
Bindungskraft der Kohle fiir Antitoxin herab. 


4, Pricipitin- und Komplementbindung durch an Kohle adsorbiertes 
Pferdeserum. 

Wie ich in der Einleitung zu dieser Mitteilung erwahnt habe, 
konnte ich in friiheren Versuchen nachweisen, da das Antitoxin, 
auch wenn es Toxin neutralisiert hat, noch immer mit Pricipitin 
reagiert. Andererseits haben die vorliegenden Untersuchungen ge- 
zeigt, daB alle drei gepriiften Antitoxine durch Adsorption an Kohle 
vollkommen unwirksam werden. Aus Riicksicht auf diese Befunde 
war es notwendig, noch zu untersuchen, ob das von Kohle adsor- 
bierte Antitoxin bzw. Pferdeserum Pracipitin zu binden vermag und, 
wenn ja, ob diese Verbindung auch zur spezifischen Komplement- 
bindung geeignet ist. 

Die diesbeziiglichen Versuche wurden in der Weise ausgefiihrt, 
daB verschiedene Kohlenmengen mit wechselnden von antitoxischem 
Pferdeserum in der iiblichen Weise vorbehandelt, die Kohle ge- 
waschen und hierauf mit Pracipitin versetzt wurde. Nach halb- 
stiindiger Bindungszeit wurde die Kohle wieder abzentrifugiert und 
die Abgiisse durch Zusatz entsprechender Mengen von Pferdeserum 
auf ihren Pracipitingehalt gepriift. Gleichzeitig wurde derselbe Ver- 
such mit unvorbehandelter Kohle angesetzt, um die Bindung des 
Pracipitins durch die Kohle an sich feststellen zu kénnen. Bei allen 
Bindungen betrug das Fliissigkeitsvolumen 2 ccm. 

Nur in dem ersten der angefiihrten Versuche war keine Diffe- 
renz in der Pricipitinbindung zwischen reiner und mit Pferdeserum 
vorbehandelter Kohle, erstens weil die benutzte Pferdeserummenge 
fiir 0,1 g verhaltnismafig gering war und zweitens besonders deshalb, 
weil dann von der in 2 ccm Kochsalzlisung aufgeschwemmten Kohle 
nur 0,2 cem, also der zehnte Teil, zum Pricipitin zugesetzt wurden. 
In den drei anderen Versuchen hat die mit Pferdeserum beladene 
Kohle alles Pracipitin oder wenigstens bedeutend mehr als die reine 
gebunden. Die Bindung durch letztere war relativ schwach, im 
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Tabelle XI. 
Bindung von Pricipitin durch an Kohle adsorbiertes Pferdeserum. 





Menge der | Menge des | Menge des | Menge des | 


| Pferdes Konlens + anitins i} 
Kohle en seditaents | Pracipitins Resultat | Anmerkung 
g ccm ccm ccm | 
0,1 0,035 0,2 0,1 starke Priicipit. Kein Unterschied 
0,1 _- 0,2 0,1 ‘ 
0,1 0,1 2 0,05 negativ Dieselbe —_ den Pra- 
2s 6 sitive  cipitin un erdeserum 
0,1 2 0,05 mee? ohne Kohle deutl. positiv 
0,1 0,1 2 0,1 negativ Nach lang. Zeit Spur triib 
0,1 — 2 0,1 positiv Reakt. etwas schwacher 
als mit gleicher Menge 
von Pricipitin u. Pferde- 
‘ serum ohne Kohle. 
0,02 0,001 2 0,05  schwach positiv Zunachst negativ, erst 
‘eh _nach 3h etwas triib. 
0,02 — 2 0,05 stark positiv Fane schwachere Fal- 


ung als mit denselben 
Mengen von Pferdeserum 
u. Pracipitin ohne Kohle. 


letzten Versuch kaum angedeutet, wenn zum Vergleich dieselben 
Mengen von Pferdeserum und Pricipitin ohne Kohle gemischt wurden. 

Die nachsten Versuche sollen zeigen, ob solche an der Kohlen- 
oberfliche vor sich gehende Pricipitationen imstande sind, in 
spezifischer Weise Komplement zu binden. Wechselnde Mengen 
einer mit Pferdeserum praparierten Kohlensedimentaufschwemmung 
wurden mit abgemessenen Mengen von Pricipitin und in allen 
Versuchen mit 0,025 ccm Meerschweinchen-Komplement versetzt und 
unter nochmaligem Umschiitteln '/, Stunde bei 36°C digeriert. Der 
Zusatz des Priacipitins und Komplements zur praparierten Kohle 
erfolgte entweder gleichzeitig, oder der des Komplements erst 
1/, Stunde nach dem des Pracipitins. Nach erfolgter Digestion des 
Komplements mit der Kohlenaufschwemmung wurde allen Réhrchen 
je lecm sensibilisierter Hammelblutaufschwemmung zugesetzt und 
nach verschiedenen Zeiten der Grad der Himolyse notiert. Zur 
Kontrolle wurden gleiche Versuche mit nicht vorbehandelter Kohle 
und Pracipitin, und auch soleche mit Pferdeserum und Pracipitin 
ohne Kohle, schlieBlich das hiimolytische System ohne irgend- 
welchen Zusatz aufgestellt. In dieser Tabelle Nr. XII ist auch ein 
Versuch angefiihrt tiber die Komplementbildung durch Kohle, welche 
friiher gréBere Mengen von Pferdeserum adsorbiert hat. 

Zunichet zeigt sich, wie ja zu erwarten war, daf die Adsorp- 
tionskraft der Kohle fiir Komplement durch vorherige Behandlung 
mit Pferdeserum infolge Besetzung der Oberfliche herabgesetzt wird. 
Diese Erscheinung ist natirlich nur dann zu beobachten, wenn 
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0.05 
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Tabelle XII. 














Komplementbindung durch reine unvorbehandelte Kohle. 


$. | 3 32 s 3 z= s. Resultat 
S| oe & Pe] g 

a3 ge c Fs 235 § 8 Anmerkung 
= (= ee it. 15 20’ 30 

g ccm ccm ccm ccm 
O1 | 01 0,025 Spur gel. kompl. gel. 

OL | 0,05 0,025 ? a 
01 _— 0,025. ungeldst ungelést | Auch nach mehreren 
0,05 | 0,1 0,025 stark gel. kompl. gel. Stunden ungelost. 
0,05 | 0,05 0,025 part. gel. f. kompl. gel. 
0.05, — 0,025 ungelost part. gel. 
0.1 | 0,035 01 0,02 0,025 kompl. gel. Der Komplementzu- 
0.05 0.025 satz erfolgt erst Vy h 
01 0.025 f kompl gel nach d. d. Pracipitins. 
0.2 0,025 stark gel. 
0,4 0,025 part. gel. Hiesiemiaiies Gitte 
- as hamotyt. stem 
01 | Pe ro kompl. gel. aa ist innerhalb 20 
J, gllecag ae ’ A ” omplett gelost. 
0,1 0,025 f. kompl. gel. 
0,2 0,025 stark gel. 
0,4 0,025 part. gel. 
0,02 0,001 0,05 0,025 ungelést Auch nach 10b ungel. 
0,02 || — 0,05 0,025 kompl. gel. 

— |/0,001 0,05 0,025 ungelést Auch nach 10h ungel. 
0,02 ||0,0001 0,05 0,025 ss Nach Ih part. gelést. 
0,02), — 0,05 0,025 kompl. gel. 

— '0,0001 0,05 0.025 ungelést Nach Ih ungelost. 


relativ groBe Mengen von Pferdeserum zur Vorbehandlung verwendet 
werden, nicht aber bei kleineren Mengen, wie solche bei den spezi- 
fischen Komplementbindungsversuchen benutzt wurden. Ein positives 
Resultat war bei diesen dann zu erzielen, wenn Priacipitin und 
Komplement gleichzeitig zur praparierten Kohle zugesetzt wurden, 
nicht aber, wenn der Komplementzusatz erst nach stattgefundener 
Pricipitinbindung an die Kohle erfolgte. Bei einer derartigen Ver- 
suchsanordnung unterscheidet sich, wie aus der Tabelle zu ersehen 
ist, die Bindungskraft der vorbehandelten Kohle trotz Pracipitin- 
zusatz nicht von der reiner. Im anderen Falle geniigen jedoch schon 
kleine Mengen von Pferdeserum und Pricipitin, um deutliche Kom- 
plementbindung zu bewirken, Mengen, welche an sich an Kohle ge- 
bunden die Himolyse nicht hemmen. Immerhin tiben die ent- 
sprechenden Mengen von freiem Pferdeserum und Pricipitin eine 
stirkere Wirkung aus als bei der Bindung an Kohle, wie bei Ver- 
wendung von nur 0,0001 com Pferdeserum zu merken ist. Grofe 
Bedeutung kommt dem Schiitteln wihrend der Digestion des Komple- 
ments zu, wodurch die rasche Sedimentierung der Kohlenteilchen 
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verhindert und eine viel innigere Berihrung zwischen ihnen und dem 
Meerschweinchenserum stattfindet. Wird das Schiitteln unterlassen, 
so sind alle Proben, die sonst deutliche Hemmung der Lyse auf- 
weisen, schon innerhalb der ersten '/, Stunde komplett gelést. 


Versuchsergebnisse. 

Unter Einhaltung geeigneter Versuchsbedingungen vermag das an 
Kohle adsorbierte Pferdeserum Priicipitin zu binden. Ersteres setzt 
in gréBeren Mengen die Bindungskraft reiner Kohle fiir Meer- 
schweinchenkomplement herab. Werden entsprechende Mengen von 
Pricipitin und Komplement zu der mit Pferdeserum priparierten 
Kohlenaufschwemmung zugesetzt, so erfolgt spezifische Komplement- 
bindung. Diese bleibt aber aus, wenn der Komplementzusatz erst 
‘/, Stunde nach dem des Pricipitins stattfindet, oder wenn die 
Proben wahrend der Digestion des Komplements nicht geschiittelt 
werden. 


5. Schlubfolgerungen. 

Bei der Besprechung der vorliegenden Versuchsergebnisse soll 
von theoretischen Erérterungen iiber das Wesen der Adsorption ab- 
gesehen werden, um so mehr, als, wie bereits erwihnt wurde, tiber 
den AdsorptionsprozeB und alle die zahlreichen Faktoren, welche 
seinen Ausfall beeinflussen kénnen, derzeit noch nicht so weit Klar- 
heit herrscht, daB sich aus solchen Erérterungen fiir die uns be- 
schaftigenden Phinomene ein wesentlicher praktischer Nutzen er- 
warten lieBe '). 

Uberblicken wir die erhaltenen experimentellen Befunde, so ist 
vor allem die Tatsache hervorzuheben, da alle drei untersuchten 
Antitoxine — das Antihimotoxin gegen Vibriolysin, das Tetanus- 
und Diphtherieantitoxin — durch die Adsorption an Kohle das 
Bindungsvermégen fiir ihr spezifisches Toxin vollstandig verlieren. 
Selbst wenn die Kohle ein Vielfaches der zur Neutralisation der ent- 
sprechenden Giftdosis erforderlichen Antitoxinmenge an sich gerissen 
hat, findet keine Entgiftung statt. Zwei weitere Erscheinungen 
lassen die Unwirksamkeit des an Kohle adsorbierten Antitoxins er- 
kennen. Erstens bindet die mit Antitoxin beladene Kohle weniger 
Toxin als reine, zweitens ist diese Kohle trotz ihres geringeren Toxin- 
gehaltes giftiger als die, welche nur Toxin allein, wenn auch im 
stirkeren MaBe gebunden hat. Beide Erscheinungen lassen. sich ohne 
weiteres verstehen, wenn wir beriicksichtigen, daB die Oberfliche der 
Kohle durch das unwirksam gewordene Antitoxin besetzt ist, so daB 


1) Daher glaube ich auch, von einer Anfiihrung der diesbeziiglichen 
Literatur absehen zu k6nnen. 
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sie nunmehr an Adsorptionskraft verloren hat und die noch statt- 
findende Bindung viel lockerer ist. 

Das Unwirksamwerden des Antitoxins durch die Bindung an 
Kohle erinnert an das durch Pricipitinzusatz bewirkte gleiche 
Phinomen. Wenn auch beide Prozesse wesentlich verschieden sind, 
so kommt ihnen doch ein gemeinsames Merkmal zu, namlich die 
Bildung von gréBeren, das Antitoxin einschlieBenden Komplexen, 
wodurch, abgesehen von allen anderen Folgen, dessen Dispersitat und 
weiter dessen Oberflichenwirkung herabgesetzt wird. 

Hervorgehoben ist, daB das an Kohle gebundene Pferdeimmun- 
serum trotz Verlustes seiner Antitoxinwirkung imstande ist, spezifisches 
Pricipitin zu binden, und daf diese Kombination auch zur Komplement- 
bindung fahig ist. Nun wird ja die Pracipitinreaktion durch das 
PferdeserumeiweiB als solches, unabhingig von seiner Antikérper- 
funktion, hervorgerufen, da sie ja auch dem normalen Pferdeserum 
zukommt. Diese sozusagen allgemeinere, dem Eiwei8molekiil infolge 
seiner chemischen Konstitution innewohnende Eigenschaft wird durch 
die Kohle nicht alteriert, wohl aber die spezielle, viel feiner abge- 
stimmte Anti-K6érperfunktion, die das EiweiBmolekil infolge der Immuni- 
sierung erwirbt. Es wire hier auf den von mir (5) erhobenen Befund 
hinzuweisen, da das Antitoxin auch nach der Bindung des Toxins 
noch pricipitierbar ist, und auf die Beobachtung von Doerr und 
Moldovan (11), da8 das im Pricipitat enthaltene Immunserum zwar 
seinen EiweiScharakter und damit seine anaphylaktogene Fahigkeit 
bewahrt, dagegen seine Antikérperfunktion (Pricipitin und anaphy- 
laktischer Antikérper) verliert. Auch dieser Befund zeigt also, dal} 
die Antikérperfunktion verloren geht, bevor es noch zu einer tiefer 
greifenden Veranderung des EiweiSmolekiils kommt. 

Auch andere Beobachtungen lassen auf auBerst feine Verande- 
rungen im Serum infolge des Immunisierungsprozesses schlieBen. 
Z. B. wurde bereits erwihnt, daB ich gemeinsam mit Tsuru (3) fest- 
stellen konnte, da aus zwei ziemlich gleich hochwertigen Pferde- 
immunsera durch Kohle Antilysin unter denselben Versuchsbedin- 
gungen in ungleichem MaBe adsorbiert wurde. Ferner gibt Zunz (6) 
an, daB Tierkohle aus konzentriertem Pferdeserum zwar Tetanusanti- 
toxin, nicht aber Diphtherieantitoxin bindet, sondern letzteres nur 
dann, wenn es nach der Methode von Frouin, d. i. durch Entfernung 
eines groBen Teiles des SerumeiweiBes hergestellt ist, wodurch eine 
Erleichterung der Adsorption bewirkt wird. Eine in letzter Zeit 
erschienene Arbeit von Bleyer (12) enthalt die Angabe, daB Aggluti- 
nine gleicher Spezifitaét, aber verschiedenen Seris entstammend, in- 
kongruente Adsorptionsbilder lieferten, wie auch schon friiher von 
mir und T'suru(3) gefunden wurde. Da im Blutserum ein sehr kom- 
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pliziertes Medium vorliegt, so kénnen fiir den Ausfall der Adsorption 
verschiedene Faktoren eine Rolle spielen. Ist ja schon das EiweiB, 
welches uns in erster Linie interessiert, nicht einheitlich, und wir 
haben gesehen, daB die Bindung des EiweiBes aus verdiinntem 
Pferdeserum hinter der des Antitoxins zuriickbleibt und nur dann, 
wenn reine Globulinlésungen verwendet werden, parallel mit dieser 
letzteren geht. Demgegeniiber fand: Bleyer (12), daB Tierkohle Ei- 
weiB und Agglutinin aus Serum in gleichem Mafe adsorbiert; er hat 
aber mit Ziegenserum gearbeitet, in dem nach EF. Pick die Antikérper 
anderen Eiweibfraktionen angehéren als im Pferdeserum. 

Wiahrend sich also die untersuchten Antitoxine beziiglich ihrer 
Reaktionsfahigkeit mit ihren Toxinen nach der Bindung an Kohle 
einheitlich verhalten haben, lieBen sich fiir die gepriiften Toxine in 
dieser Beziehung wesentliche Unterschiede feststellen. Das Vibrio- 
haimotoxin erleidet durch die Adsorption an Kohle iiberhaupt keine 
Verainderung, weil es von aquivalenten Antitoxinmengen neutralisiert 
wird und die Bindungskraft der Kohle fiir Antitoxin, trotzdem deren 
Oberflache bis zu einem gewissen Grade bereits besetzt ist, erhdht. 
Ganz anders verhalt sich das Diphtherie- und Tetanusgift. Die mit 
einem dieser beiden Toxine beladene Kohle bindet nicht nur nicht 
mehr, sondern sogar weniger Antitoxin als reine. Dementsprechend 
brauchen die beiden Gifte auch einen groBen AntitoxiniiberschuB zu 
ihrer Neutralisation. Diese Differenzen im Verhalten der Toxine 
dirften wohl auf ihre verschiedene chemische Beschaffenheit zuriick- 
zufiihren sein. Vielleicht darf man annehmen, daB, da die hoch- 
molekularen Antitoxine des Pferdeserums, welche den Globulinen 
angehéren, durch die Adsorption an Kohle ihrer Bindungskraft fiir 
Toxin vollstindig beraubt werden, das unbeeinfluBbare Himotoxin 
weniger komplex gebaut ist als das Diphtherie- und Tetanusgift. 

Trotz der durch Kohle bewirkten Beeintraichtigung der Anti- 
toxinbindung fiir die beiden letzteren Gifte ist ihre zellschidigende 
Funktion nicht alteriert. Die angefiihrten Versuche lassen vermuten, 
daS sie viel weniger fest an der Kohle haften als das Hamotoxin. 
Denn wihrend von letzterem mindestens zehn lésende Dosen von 
0,1 g Kohle fixiert werden, vermag die gleiche Kohlenmenge nur 
ungefaihr zwei letale Dosen von Diphtherietoxin so weit festzuhalten, 
da8 das damit injizierte Tier gesund bleibt, vom Tetanusgift kann 
aber nicht einmal diese Menge unschidlich gemacht werden. Fiir 
das Hamotoxin liegen nun allerdings insofern andere Verhiltnisse 
vor, als die toxinbeladene Kohle in vitro mit den giftempfindlichen 
roten Blutkérperchen zusammengebracht wird, dagegen wurden so- 
wohl Diphtherie- wie Tetanuskohle in den Tierkérper einverleibt. 
Immerhin wird man annehmen kénnen, da die verschiedene Haft- 
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festigkeit in der differenten Natur der betreffenden Gifte begriindet 
ist, zumal, da ja mehrfache Beobachtungen dafiir sprechen, daB das 
Tetanustoxin zwar sehr leicht von vielen Substanzen gebunden, aber 
auch ebenso leicht wieder abgegeben wird. Ist ja auch die Tetanus- 
toxin-Antitoxinverbindung im Anfange sehr locker. An Kochsalz- 
lésung wurde allerdings in den angestellten Versuchen durch Er- 
warmen kein Tetanusgift von der beladenen Kohle abgegeben. 

Fir das Verhalten des gebundenen Toxins zu seinem Antitoxin 
muB aber auch die Art des betreffenden Sorbens beriicksichtigt 
werden. Obige fiir die Kohle gemachten Beobachtungen und Er- 
érterungen gelten nicht mehr, wenn das Vibriotoxin an rote Blut- 
kérperchen gebunden ist. Ein solches Toxin vermag, wie ich in 
Bestitigung der Versuche von Kraus und Amiradzibi (13) neuerdings 
feststellen konnte, kein Antitoxin zu binden'). Deshalb kénnen aus 
dem Verhalten der an Kohle adsorbierten Toxine zum Antitoxin nur 
mit einer gewissen Reserve Schliisse auf das Verhalten der an 
tierische Zellen gebundenen Gifte beziiglich ihrer Neutralisierbarkeit 
gezogen werden. Jedenfalls aber scheinen die Chancen in letzterem 
Falle viel ungiinstiger zu sein wie bei Verwendung von Kohle, die 
an und fir sich Antitoxin an sich reiBt, was die tierischen Zellen 
nicht tun. Um so begreiflicher ist es nach den vorliegenden Unter- 
suchungen, da die ausgebrochene Erkrankung an Tetanus oder 
Diphtherie so schwer und nur durch exzessive Heilserumdosen zu 
beeinflussen ist, eine Tatsache , die durch zahlreiche Beobachtungen, 
sowohl im Tierexperiment als auch am Menschen festgestellt ist. 
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1) Ebensowenig vermégen Leberzellen nach Versuchen von Graff und 
Menschikoff (14) Pferdeserum bzw. Tetanusantitoxin zu binden. 
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1. Zur Theorie der Entstehung der Doppelschicht 
durch ungleiche Ionenadsorption. 


Fir die elektrischen Aufladungen von Phasengrenzflachen kommen 
nach unserer heutigen Vorstellung zwei Ursachen in Betracht, von 
denen es noch nicht als véllig sicher gelten kann, daB sie in allen Fallen 
prinzipiell voneinander verschieden seien. Die erste ist das Phasen- 
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grenzpotential, dessen Theorie von W. Nernst!) zuerst begriindet, dann 
von F. Haber?) experimentell und theoretisch bedeutsam bearbeitet 
und neuerdings von R. Beutner*) wesentlich geférdert wurde. Be- 
rihren sich zwei Phasen, in denen Elektrolyte gelést sind, in einer 
scharfen Grenzfliche, so beobachtet man an dieser Grenzfliche im 
allgemeinen eine Potentialdifferenz, die auf der Verschiedenheit des 
Verteilungsgleichgewichtes der Anionen und Kationen eines Elektro- 
lyten zwischen den zwei Phasen beruht. Wenn jede Ionenart einen 
charakteristischen Teilungskoeffizienten hat, so werden diese Koeffi- 
zierten fiir das positive und das negative Ion eines Elektrolyten im 
allgemeinen nicht gleich sein. Hierdurch entsteht an der Phasengrenze 
eine Potentialdifferenz, welche in einem thermodynamisch berechen- 
baren Zusammenhang mit den elektrolytischen Lésungsdrucken der 
einzelnen Ionenarten in den einzelnen Phasen steht. 


Die andere ist das Adsorptionspotential, iiber welches Freundlich*) 
und L. Michaelis gearbeitet haben. Es beruht auf der Verschiedenheit 
in der Adsorption von Anion und Kation an einer Phasengrenzflache. 
Jede Ionenart hat eine eigene Adsorbierbarkeit. Diese ungleiche Ad- 
sorption der positiven und negativen Ionen ruft einen Potentialunter- 
schied an der Phasengrenzfliche hervor. Diese Potentialdifferenz 
iuBert sich z. B. bei den Erscheinungen der Endosmose und Kata- 
phorese. 

Handelt es sich um die Beriihrung einer fliissigen und einer un- 
zweifelhaft festen Phase, so brauchen wir in der Regel nur mit dem 
Adsorptionspotential zu rechnen. Dies trifft z. B. fiir den Fall zu, 
da die eine Phase Kohle, die andere eine wisserige Lésung ist. Fiir 
die Aufladung der Kohle insbesondere hatte L. Michaelis der Theorie 
die Annahme zugrunde gelegt, daB sie auf einer verschiedenen Ad- 
sorbierbarkeit der Anionen und Kationen beruht. Die Richtigkeit 
dieser Grundannahme ist fiir die Theorie der elektrokinetischen Er- 
scheinungen von so fundamentaler Bedeutung, daB man alle experi- 
mentellen Méglichkeiten heranziehen muB, um sie entweder zu sichern 
oder zu entkriften. Es sollen hier einige Experimente in dieser Richtung 
beschrieben werden. 


1) W. Nernst, Zeitschr. f. physik. Chem. 9, 140, 1892; Riesenfeld, Uber 
elektrolytische Erscheinungen und elektromotorische Krafte an der Grenze 
zweier Lésungsmittel. Dissertation Géttingen 1901; Nernst und Riesenfeld, 
Ann. d. Phys. (4) 8, 600, 1902. 

2) F. Haber, Ann. d. Phys. (4) 26, 927, 1908; Haber und Klemensiewicz, 
Zeitschr. f. physik. Chem. 67, 385, 1909. 

3) R. Beutner, Die Entstehung elektrischer Stréme in lebenden Geweben. 
Stuttgart 1920. 

4) H. Freundlich, Kapillarchemie, 8. 243 ff. Leipzig 1909. 
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Auf Grund friiherer Untersuchungen von Rona und Michaelis) 
kann man annehmen, daB Kohle so gut wie alle Ionenarten adsorbieren 
kann, aber in spezifisch verschiedenen Betrigen. Von den gewoéhnlichen 
anorganischen Kationen waren die H-Ionen am stiarksten adsorbierbar, 
von den einfacheren Anionen die O H-Ionen, entsprechend der Tatsache, 
daB die Mehrzahl der lonenarten auch chemisch einander in wisseriger 
Lésung nur wenig bindet im Vergleich mit den H- und O H-Ionen, welche 
nicht nur zueinander, sondern auch gegeniiber anderen Ionenarten 
entgegengesetzter Ladung eine groBe Affinitat zeigen. Blutkohle ladt 
sich in allen starken Sauren positiv, in allen starken Laugen negativ 
auf. Daraus darf man schlieBen, daB im allgemeinen das H-Ion besser 
adsorbierbar sein wird als das Anion der Séure, und andererseits das 
OH-Ion besser als das Kation der Base. Sollte sich aber einmal ein 
Fall zeigen, wo das Anion einer Siure ausnahmsweise eine noch héhere 
Adsorbierbarkeit hat als das H-Ion, so diirfte sich Kohle durch eine 
solche Siure nicht positiv aufladen lassen, sondern miiBte selbst in 
stark konzentrierten Lésungen dieser Siure negativ bleiben. 

Ich glaube nun einen Fall gefunden zu haben, bei dem eine solche 
Ausnahme stattfindet, und es wird sich jetzt darum handeln zu zeigen, 
da der der obigen Theorie zugrunde liegende Kreis der Beobachtungen 
und SchluBfolgerungen in sich geschlossen ist. Zweifellos werden sich 
unter den organischen Substanzen viele solche Siuren finden. Ich 
méchte jedoch zunichst bei dem einen Fall bleiben und ihn experimentell 
erschépfen. Die Siaiure, an der ich diese Befunde durchgefiihrt habe, 
ist die Sulfosalicylsdure. Sie bietet den groBen Vorteil fiir die theoretische 
Behandlung, da sie wie eine ganz starke Siure total dissoziiert ist 
und eine Beriicksichtigung der undissoziierten Molekiile nicht er- 
fordert, wie weiter unten bewiesen werden wird. 


2. Technik und Theorie der Elektroendosmoseversuche. 


Fir zuverlissige Endosmoseversuche mit Kohlefiltern bedarf es 
einer ganz besonderen Technik. Von den Apparaturen dazu miissen 
wir erstens die von Perrin?) erwihnen. Sie war fiir die ersten grund- 
legenden Versuche niitzlich, aber den heutigen Anspriichen ist sie nicht 
mehr geniigend. Die Apparatur von Elissafoff*) ist zu kompliziert 
und nur fiir Kapillaren aus durchsichtiger Wand anwendbar und ist 


1) Rona und Michaelis, diese Zeitschr. 94, 240; 97, 85; 103, 19, 1920; 
Michaelis und Rona, Ebendaselbst 94, 225; 97, 57; 102, 268, 1920; Kolloid- 
Zeitschr. 25, 225, 1919. 

*) Perrin, Journ. d. chim. phys. 2, 601, 1904. 

3) G. v. Elissafoff, Zeitschr. f. physik. Chem. 79, 385, 1912. 
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vielleicht sogar theoretisch nicht ganz einwandfrei!). Glixelli*) hat 
fiir gelartige Substanzen eine vorteilhafte Apparatur angegeben. Fiir 
lose pulverférmige Membranen, die an der Wand gar nicht festhaften, 
ist aber seine Methode nicht so leicht anwendbar. J. Loeb*) hat mit 
Kollodiumsickchen, die er in verschiedenen EiweiSlésungen trankte, 
gearbeitet. Es ist jedoch sehr schwer, mit solchen sehr elastischen 
Sackchen reproduzierbare Werte zu erhalten. Die ausgezeichnete 
Apparatur von Bethe und Toropoff*) vermeidet zwar diese Ubelstinde, 
eignet sich aber im wesentlichen nur fiir Versuche mit diinnen Mem- 
branen, wie z. B. aus Gelatine, aber nicht so gut fiir pulverférmige 
Filter. Fir diese ist die alte Perrinsche Versuchsanordnung, im groben 
betrachtet, geeigneter, sie hat nur zwei Mangel: erstens arbeitet sie 
mit Platinelektroden, welche ihrerseits zur Saéure- und Alkalibildung 
Anla& geben und eine genaue Definierung des p, wahrend des Ver- 
suches unmdéglich machen, andererseits entwickeln diese beim Strom- 
durchgang Gasblasen, welche das Fliissigkeitsniveau nicht nur ruck- 
weise erschiittern, sondern auch durch ihren Gasdruck das Niveau 
des Steigrohres veriindern und die Beobachtung der Endosmose stéren. 
Bei Sukstanzen mit so geringer endosmotischer Wirkung wie Kohle 
machen sie die Beobachtung der Endosmose geradezu_ illusorisch. 
Der zweite Mangel der Perrinschen Apparatur ist, daB man das Kohle- 
pulver in trockenem Zustande in das Rohr einstopfen muB. Die Fliissig- 
keit, die man spiaterhin durchtreibt, verandert ihre Zusammensetzung 
infolge der Adsorption an der Kohle, mit der sie ja zu Anfang des 
Versuches noch nicht im Adsorptionsgleichgewicht steht. Die in 
unserem Laboratorium ausgearbeitete Technik von Gyemant®) ver- 
meidet diese Ubelstinde besser. Ich habe jedoch, auf Veranlassung 
und mit Hilfe von Herrn Prof. L. Michaelis, noch ein anderes Verfahren 
ausgearbeitet, welches sich ganz besonders fiir die Kohle aufs beste 
bewahrt hat. 

Der Hauptteil meines Apparates besteht aus einem Glasrohr, 
einem Filter a, das untere Ende ist von einer glockenformigen Glas- 
kuppe umgeben. Das Kohlepulver wird in einer groBen Glasflasche 
mit der zu untersuchenden Flissigkeit (2 g Kohle auf 500 ccm Filiissig- 
keit) einige Minuten geschiittelt, einen Tag stehen gelassen. Das breiige 
Sediment wird in das verengte Roh: 6 eingefiillt, dessen unteres Ende 


1) Die unten zitierte Arbeit von Kruyt. 

2) S. Glizelli, Bull. d. Acad. d. Sciences d. Craovie, Serie A, Heft 
vom April/Juni 1917, 8. 102. 

3) J. Loeb, Journ. of gen. physiol. 1 und 2, 1919—1920, 

4) A. Bethe und Th. Toropoff, Zeitschr. f. physik. Chem. 88, 686, 1914 
und 89, 597, 1915. 

5) A. Gyemant, Kolloid-Zeitschr. 28, 3, 1921. 
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zunachst mit Gaze umbunden ist, dann wird mit Hilfe einer Wasser- 
strahlpumpe die Kohle in dem verengten Rohre 6 zu einem soliden 
Zylinder zusammengesaugt, indem von dem Kohlebrei immer neu 
aufgegossen wird. Nach geniigender Filtrationszeit ist die Kohlensiule 
so fest geworden, daB man den GazeverschluB abnehmen kann. Nun- 
mehr wird der ganze Apparat, wie in der Abbildung angegeben, zu- 
sammengesetzt. Das GefiB h wird mit der Flissigkeit gefillt, mit 
welcher die Kohle in Adsorptionsgleichgewicht versetzt worden war. 
Der Raum a, ebenfalls das Rohr d ist durch einen Gummischlauch 
mit dem fast horizontal liegenden Steigrohr i verbunden. Als solches 
dient eine kapillare graduierte Pipette von 0,1 ccm, geteilt in tausendstel 
Kubikzentimeter. Die luftblasenfreie Auffiillung des Raumes a wird 
durch Ansaugen vermittelst des mit Glashahn versehenen Stutzens c 
erleichtert. f und e sind Glasrohre, gefiillt mit 3proz., mit KCl ge- 
sattigter Agargallerte. Die unteren Enden beider Rohre sind nach 














Abb. 1. 


oben umgebogen, um ein Herabsinken der herausdiffundierenden 
stirkeren KCl-Lésung zu verhindern. Die anderen Enden der Agar- 
rohre tauchen in eine 10proz. Kupfersulfatlésung, in welcher Kupfer- 
drahte als Elektroden stecken. Vor der Geschwindigkeitsablesung 
mu8 das Niveau im groBen Gefi® und im Steigrohr so beschaffen sein, 
daB ohne Anlegung eines auBeren elektrischen Feldes keine Wasser- 
bewegung stattfindet. Dann wurde der Strom geschlossen, jede Minute 
abgelesen und die Stromrichtung alle 3 Minuten umgekehrt. Der 
Strom wurde der Lichtleitung v (220 Volt) entnommen und mit Hilfe 
einer Schalttafel reguliert, sowie ein Stromwender eingeschaltet. Die 
Spannung wurde bei den verschiedenen Versuchen zu 50, 100, gelegent- 
lich auch zu 200 Volt gewihlt; diese Spannung fiel tiber die Lange 
einer Kohlensiule von 5cm ab. Besonders bei besser leitenden Fliissig- 
keiten muBte man sich auf die niedrigeren Spannungen beschranken, 
weil bei stirkeren Stromstirken von 0,02 Amp. und dariiber stérende 
Erscheinungen eintreten. Es zeigt sich Joulesche Warme, die man 
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daran erkennt, dab bei der Stromwendung die Geschwindigkeit der 
Niveauinderung nicht vollig reversibel ist, nicht symmetrisch erfolgt, 
sondern eine einseitige Komponente zeigt, die auf die Wirmeausdehnung 
der Fliissigkeit. bezogen werden kann. Bei hohen Stromstiirken ent- 
stehen auch haufig Gasblasen im Innern der Kohlensiiule, die wahr- 
scheinlich aus der Verunreinigung mit irgend einem leitenden Gebilde 
herrithren, welches als Mittelleiter wirkt. Da Kohle als ein guter metal- 
lischer Leiter gilt, ist es eigentlich zu verwundern, daB sie erstens iiber- 
haupt einen endosmotischen Effekt gibt, denn Endosmose kann nur 
eintreten, wenn die Wasserteilchen unmittelbar kathodenwarts von 
jedem Kohleteilchen einen Potentialunterschied gegen die Wasser- 
teilchen unmittelbar anodenwirts von jedem Kohleteilchen zeigen, 
sobald das auBere Stromfeld angelegt wird. Ist aber das feste Teilchen 
von wesentlich gréBerer Leitfahigkeit als die Lésung, so kann das 
Kathodenende eines jeden Teilchens gegen das Anodenende keinen 
merklichen Potentialunterschied zeigen. Zweitens ist es zu verwundern, 
daB die Gasbildung erst bei so hohen Stromstarken eintritt. Tatsache 
ist jedenfalls, daB in Kohlefiltern eine Elektroendosmose stattfindet. 
Die Geschwindigkeit der Endosmose in Kohlefiltern ist zwar bedeutend 
geringer als die z. B. in Kaolinfiltern in dem gleichen Apparat. Aber 
man kann vorlaufig nicht recht beurteilen, ob dieser Unterschied auf 
einer geringeren Gribe des Wandpotentials oder auf einer Schwichung 
des iuBeren elektrischen Feldes durch die eigene Leitfihigkeit des 
Pulvers beruht. Es ist sehr fraglich, ob die Leitfihigkeit eines Pripa- 
rates wie Blutkohle von gleicher GréBenordnung wie die bekannte 
Leitfahigkeit der Retortenkohle ist. Solange wir hieriiber nichts wissen, 
ist es nicht méglich, aus der Gr6éBe der endosmotischen Verschiebung 
unter Anwendung der Helmholtz-Perrinschen Formel die absolute 
GréBe des Wandpotentials zu berechnen. Was die relativen Werte 
bei Anderung der auSeren Spannung betrifft, so konnten wir stets 
bestiitigen, daB die endosmotische Verschiebung proportional der an- 
gelegten auBeren Spannung ist. 

Aber nicht nur diese eben erwihnten Umstiinde verhindern uns, 
aus der endosmotischen Verschiebung vermittelst der Helmholtzschen 
Formel die absolute GréBe des Wandpotentials zu berechnen. Wenn 
wir naimlich die in der letzten Zeit entwickelten Anschauungen iiber 
die Endosmose zugrunde legen, so miissen wir als treibende Kraft 
der ganzen Bewegung den tangential zu der festen Kohlewand gerich- 
teten Zug des elektrischen Feldes auf die in das Wasser ragende beweg- 
liche Halfte der elektrischen Doppelschicht betrachten. Das materielle 
Substrat der adhirenten, nicht beweglichen Schicht sind die gut ad- 
sorbierbaren Ionen des gelésten Elektrolyten; das Substrat der beweg- 
lichen Schicht sind die schlecht adsorbierbaren Ionen. An letztere 
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greift der Zug des elektrischen Feldes an; das Wasser wird von diesem 
mitgeschleppt, weil jedes sich bewegende Ion in wisseriger Lésung 
Wasser mitschleppt. Die Menge des mitgeschleppten Wassers hingt 
somit nicht allein von der Potentialdifferenz oder der Dichte der Doppel- 
schicht, sondern auch von dem Wasserbindungsvermégen der in Be- 
wegung gesetzten Ionen ab. Ein gar nicht hydratisiertes Ion wiirde, 
wenn es durch ein diuBeres elektrisches Feld in Bewegung gesetzt wird, 
tiberhaupt kein Wasser mitschleppen und daher auch keine Elektro- 
endosmose erzeugen, sondern im héchsten Falle unter giinstigsten 
Bedingungen (zu welchen unter anderem eine minimale Porenweite 
des Filters gehért) nur die von Bethe und Toropoff beschriebene ,,Kon- 
zentrationsstérung’ hervorrufen. 

Ich habe es deshalb vermieden, aus der GréBe der endosmotischen 
Stérungen die Wandpotentiale zu berechnen, und habe die Methode 
gewissermaBen nur als eine 0-Methode benutzt, d. h. es wurde immer 
nur diejenige Zusammensetzung der Fliissigkeit aufgesucht, bei der 
der Wassertransport verschwindet bzw. seine Richtung umkehrt; in 
diesem Falle durften wir das Wandpotential Null setzen. 

Zwar wurde von Bethe und Toropoff nachgewiesen, daB nicht einmal 
diese Annahme ganz exakt ist. Sie zeigten, daB der Indifferenzpunkt 
der Wasserbewegung nicht genau zusammenzufallen braucht mit dem 
isoelektrischen Punkt der Wand, weil selbst bei Abwesenheit jeder 
endosmotischen Wasserverschiebung eine Wasserverschiebung infolge 
der verschiedenen Hydratation der in Lésung befindlichen Ionen 
stattfindet. Was in den friiheren Forschungen bei der Elektrolyse 
und Ionenbeweglichkeit sich als Konzentrationsinderung, als Ausdruck 
der Verschiedenheit der Uberfiihrungszahlen von Anion und Kation 
iuBerte, dasselbe muB sich bei Einschaltung eines engporigen Filters, 
welcher die Ausbildung hydrostatischer Druckunterschiede zulaBt, als 
Wasserverschiebung auBern. Daher ist der isoelektrische Punkt streng 
genommen nicht identisch mit dem Indifferenzpunkt der Wasser- 
bewegung in einem Diaphragma. Jedoch sind diese Unterschiede auf 
alle Falle nur als klein zu veranschlagen, und um uns eine Vorstellung 
davon zu machen, einen wie groBen Fehler wir wohl durch die Ver- 
nachlissigung dieses Ergebnisses machen wiirden, stellten wir die 
folgenden Versuche an, und zwar:. 

In einer ersten Versuchsreihe wurde Blutkohle mit HCl-Lésungen 
variierter Konzentrationen behandelt und diejenige Konzentration 
aufgesucht, welche dem Indifferenzpunkt der Elektroendosmose ent- 
sprach. In einer zweiten Versuchsreihe wurde dasselbe wiederholt, 
die verschiedenen Lésungen aber mit einem konstanten Uberschu8 
von KCl versetzt und wiederum der Indifferenzpunkt der Endosmose 
aufgesucht. Dieser ergab sich fiir beide Versuchsreihen in nicht unter- 
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scheidbarer Weise bei p,, = 3,0. Nun sind die Bedingungen dafiir, 
daB der Indifferenzpunkt und der wahre isoelektrische Punkt méglichst 
verschieden voneinander seien, in dem Versuch mit reiner HCl méglichst 
groB, weil der Unterschied in den Wanderungsgeschwindigkeiten des 
H- und des Cl-Ions sehr gro8 ist; in dem Versuch mit iiberschiissigem 
KCl sind diese Bedingungen méglichst ungiinstig, weil K und Cl die 
gleichen Wanderungsgeschwindigkeiten (Hydratation) haben. Nach 


- der Theorie von Bethe und Toropoff kann namlich ein Unterschied 


des Indifferenzpunktes der Endosmose vom isoelektrischen Punkt nur 
hervortreten bei merklicher Ungleichheit der Hydratation von Anion 
und Kation. Da nun der Zusatz von KCl den Indifferenzpunkt nicht 
verschob, folgt daraus, daB bei unseren Versuchsbedingungen auch 
bei reinen HCl-Lésungen ein praktisch bemerkbarer Unterschied zwischen 
Indifferenzpunkt der Endosmose und isoelektrischem Punkt der Dia- 
phragmasubstanz nicht besteht. Wir sind daher berechtigt, den von 
uns beobachteten Indifferenzpunkt innerhalb der Fehlergrenzen der 
Versuchsanordnung als praktisch gleich dem isoelektrischen Punkt 
zu betrachten. 


3. Die Ergebnisse der Elektroendosmoseversuche. 


Auf dem Boden der oben entwickelten Theorie stehend, habe ich 
mit meinem Apparat die folgenden Endosmoseversuche angestellt, 
von denen die ersten nur zur Orientierung dienten, ob die Methode 
an gut ausstudierten Objekten die zu erwartenden Resultate gab. 

1. Gelatine mit Essigsdéure und Natriumacetat (s. weiter unten das 
Protokoll). Bei diesem Versuche ist die Gelatine negativ geladen, 
und es zeigte sich fast gleichmaBige regelmaBige Geschwindigkeit, 
welche bei Stromwendung quantitativ umkehrte. 

2. Kaolin mit Aqua dest. und n/100 NaOH. In diesem Falle war 
das Diaphragma auch negativ geladen und zeigte beiderseits (besonders 
bei Kaolin: Aqua dest.) gleichmaBige regelmaiBige und bedeutende 
Geschwindigkeit der Wasserbewegung, bei Stromwendung quantitativ 
umkehrend. 

3. Blutkohle mit n/100 NaOH. Hier zeigte sich, daB das Kohlen- 
diaphragma negativ geladen war. Die Geschwindigkeit nach rechts 
und links war verschieden, aber auf jeder Seite fiir sich gleichmaBig. 
(Wirkung der zu grofen Stromstiirke, der Jouleschen Wirme.) 

4. Blutkohle mit HCl. Hierbei konnte ich feststellen, daB das 
Kohlendiaphragma bei n/100, n/300 (p,, 2,663), n/500 (p, 2,958) und 
n/600 (p,, 3,0) HCl positiv, bei n/700 (p,, 3,1), n/800 (p,, 3,4), n/1000 
(py 3,5) und n/10000 HC! negativ geladen war. 
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Ich habe oftmals die Versuche fiir den Umladungspunkt aus- 
gefiihrt, aber die Resultate waren immer die gleichen. Das angegebene 
Py ist das p, des Filtrats der mit Kohle behandelten Saure. (Z. B.: 
Kohle 2,0g, HCl-Lésung 500,0cem, einige Minuten stark um- 
geschiittelt, einen ganzen Tag stehengelassen und dann filtriert.) Die 
Py- Bestimmung wurde im allgemeinen mit der Indikatorenmethode 
von L. Michaelis!) ausgefiihrt, die wichtigen p,-Messungen in der 
Nahe des elektrischen Umkehrpunktes auferdem stets elektrometrisch 
festgestellt, die Resultate mit beiden Methoden waren praktisch stets 
identisch. 

5. Blutkohle mit Salzsdéure und Kaliumchlorid. Als Salzsiure 
benutzte ich n/100, n/400, n/500 und n/700 Lésung und setzte KCl 
so zu, daB es in der Lésung als n/10 Lésung vorhanden war. Dabei 
wurde HCl viel stiirker als ohne K Cl-Zusatz von der Kohle adsorbiert?). 
Deshalb war der Umladungspunkt ein anderer, von der Konzentration 
der benutzten HCl aus betrachtet. Sehen wir ihn aber als durch p,, 
bestimmt an, so ist er derselbe wie bei Anwesenheit von HCl allein, 
nimlich bei n/100 (py, 2,21) und n/400 (p,, 2,925) war das Kohlen- 
diaphragma positiv, aber bei n/500 (p,, 3,08) und n/700 (p,, 3,47) negativ 
geladen. 

Bei den Versuchen mit HCl allein sowohl als auch bei denen mit 
HCl + KCl war natiirlich jedesmal in der Nahe des Umladungspunktes 
die Geschwindigkeit sehr triige, aber ich konnte sie doch noch ganz 
genau beobachten. Wir kénnen also sagen, daB der Umladungspunkt 
bei dem Versuche mit Blutkohle und HCl und bei dem mit Blut- 
kohle und HCl + KCl bei py = 3,0 liegt. Wenn p,, kleiner als 3,0 
wird, ist das Kohlendiaphragma positiv, und wenn p,, gréBer als 3,0 
wird, negativ geladen. Ich konnte also mit diesem Apparat viel 
schirfer, als meine Vorgiinger Grenzen fiir den Umladungspunkt fest- 
stellen, 

6. Blutkohle mit Schwefelséure. Bei diesem Versuche war die Ge- 
schwindigkeit viel triger als bei dem Versuche mit HCl. Trotzdem 
konnte ich den Umladungspunkt ziemlich scharf abgrenzen. Mein 
Versuch zeigte, daB das Kohlendiaphragma bei n/100 (p, 2,238) und 
n/400 (py 2,919) positiv, bei n/500 (py, 3,06) und n/600 (pg 3,20) 
keine Bewegung, bei n/700 (py 3,3) und n/10000 (p, 6,39) negativ 
geladen war. Nach diesen Resultaten kann man annehmen, daB der 
Umladungspunkt des Kohlendiaphragmas bei dem Versuche mit 
Schwefelsiure ebenfalls p,, = 3,0 ist. . 


1) L. Michaelis, Deutsche med. Wochenschr. Nr. 17, 1921; Zeitschr. 
f. Immunforschung 82, 194, 1921. 
2) Rona und Michaelis, diese Zeitschr. 97, 85, 1919. 
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7. Blutkohle mit Sulfosalicylséure. Zu diesem Versuche habe ich 
0,0034proz. (p, 4,0), 0,0332 proz. (p,, 3,5), 0,l proz. (py 2,613), lproz. 
(py 1,42) und 2proz. (p,, 1,15) Lésung benutzt. Dieser Versuch zeigt, 
da das Kohlendiaphragma in Lésung von Sulfosalicylsiiure immer 
negativ geladen ist; das Potential wird zwar mit Verkleinerung von 
py auch immer kleiner, aber die Kohle niemals umgeladen 

8. Zuckerkohle und Salzsiure. Bei dem Versuche mit Blutkohle 
und HCl sahen wir, daB das Kohlendiaphragma fiir p, kleiner als 3,0 
positiv, fir p, gréBer als 3,0 negativ geladen war. Ein Diaphragma 
aus Zuckerkohle zeigte dagegen immer negative Ladung. In diesem 
Falle wurde das Potential zwar auch mit Abnahme von p,, kleiner, 
aber niemals wurde das Diaphragma umgeladen. Das Wasser bewegte 
sich namlich beim Versuche mit n/100 (p, 2,011), n/1000 (p,, 3,245), 
n/10000 (p, 6,373) immer nach der Kathode. Die Geschwindigkeit 
war viel gréBer als beim Versuche mit Blutkohle. 

9. Zuckerkohle und n/100 KOH. Das Kohlendiaphragma war 
auch in diesem Falle negativ geladen. 

10. Zucker-K,CO,-Kohle mit n/1000 HCl. Auch bei diesem Ver- 
suche bewegte sich das Wasser nach der Kathode. 

11. Benzoesdure-K,CO,-Kohle mit HCl. Auch bei diesem Ver- 
suche bewegte sich das Wasser kathodenwirts. 

,,Blutkohle** bedeutet hier das Mercksche Priparat; ,,Zuckerkohle“* 
war ein durch Verkohlen von Rohrzucker selbst hergestelltes Priaparat ; 
, Zucker-K,CO,-Kohle“ bedeutet eine Kohle, aus einem Gemisch von 
Zucker und K,CO, durch Verkohlung dargestellt und vollstindig 
alkalifrei gewaschen wurde. In der gleichen Weise wurde nach dem 
Vorschlag von O. Warburg die ,,Benzoesiiure-K,CO,-Kohle“  her- 
gestellt. 


Die Bedeutung der Protokolle ist folgende: Nach jedem Hori- 
zontalstrich (w) wurde der Strom gewendet. In der ersten Spalte ist die 
Zeit angegeben, in der zweiten der Wasserstand in dem (fast hori- 
zontalen) Steigrohr (Ablesung der cbmm-Teilung der Pipette; 1 Teil- 
strich = 0,001 cbmm), in derdritten die Veriinderung des Wasserstandes, 
iiber der dritten Spalte ist die Richtung der Wasserbewegung in bezug 
auf die auBeren Elektroden notiert. 
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452 K. Umetsu: 
I. Versuche mit Gelatine und Acid. acet. 
jelatine mit n-Acid. acet. (2,0) — n-Nat. acet. (20,0) — Lésung 
(Aqua dest. 600,0) pa 5,6. — (w bedeutet Stromwendung.) 
| 
Zeit } Volt Ampére 
2h}! 0,0511 nach der Kathode 200 _ 
- 
2 0,0492 
3 0,0467 — 0,0068 _ 
4 0,0443 
- 
5 0,0461 
6 0,0495 + 0,0088 
7 0,0531 
am 
8 0,0515 
9 0,0488 — 0,0067 -- 
10 0,0464 
w 
1] 0,0490 
12 0,0523 + 0,0095 
13 0,0599 
w 
14 0,0535 
15 0,0505 — 0,0082 _ 
16 0,0477 
w 
17 0,0501 
a 18 0,0535 + 0,0095 ~ 
19 0,0570 
) Il. Versuche mit Kaolin. 
ie 1. Kaolin mit Aqua destillata. — Linge der Kaolinsiule 4,0 em. 
: Zeit Volt Ampére 
z j Qh 2’ 0,0060 nach der Kathode 50 _ 
ee w 
| A 53 0,0105 0,0018 
: 54 0,0158 + 0,0148 0,0018 
ia 55 0,0208 0,0018 
—-——-W 
56 0,016 0,0018 
57 0,0121 — 0,0131 0,0018 
58 0,0077 0,0018 
—_——Ww 
59 0,0127 0,0019 
60 0,0179 + 0,0155 0,0019 
10h 1’ 0,0238 0,0019 
5 —_w 
x : 2 0,0188 0,0019 
: 3 0,0142 — 0,0139 0,0020 
& 4 0,0093 0,0020 
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Versuche mit Kaolin. 


(Fortsetzung. ) 
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Zeit 


10h 5! 
6 


33 


34 
35 
36 


37 
38 
39 


40 
41 
42 


43 
44 
45 
46 
47 
48 
49 


50 
51 


11h 23’ 
24 


25 


26 
27 
28 
29 


30 
31 
32 
33 


34 
35 


0,0150 
0,0225 
0,0241 
w 
0,0209 
0,0160 
0,0112 
w 


0,0400 
—W 
0,0290 
0,0175 
0,0055 
— Ww 
0,0180 
0,0280 
0,0412 
Ww 
0,0298 
0,0175 
0,0065 
- w 
0,0185 
0,0313 
0,0432 
a 
0,0320 
0,0195 
0,0070 
- w 
0.0195 
0,0320 
0,0440 
= 
0,0110 
Mes 
0,0405 
0,0723 
nen w 
0,0400 
0.0120 
w 
0,0410 
0,0735 
Ww 
0,0425 
0,0140 
ans w 
0,0435 
0,0745 
w 
0,0461 
0,0142 


Kathode 
+ 0,0148 


— 0,0129 


Kathode 


— 0,0345 


0,0357 


— 0,0347 


0,0367 


— 0,0362 


0,0370 


Kathode 


+ 0,0613 


0,0603 


+ 0,0605 


— 0,0590 


+ 0,0605 


— 0,0603 


Volt 


50 


100 


200 


Ampére 


0,0021 
0,0020 
0,0020 


0,0019 
0,0019 
0,0019 


0,0039 
0,0039 
0,0039 


0,0043 
0,0043 
0,0043 


0,0040 
0,0040 
0,0040 


0,0043 
0,0043 
0,0043 


0,0040 
0,0040 
0,0040 


0,0042 
0,0042 
0,0042 


0,009 
0,009 


0,009 
0,009 


0,009 
0,009 


0,009 
0,009 


0,009 
0,009 


0,009 
0,009 


a 
i 
Bs 
sf 
i 
cA 
és 
x 
a 
a 
= 
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454 K. Umetsu: 
Versuche mit Kaolin. (Fortsetzung.) 

2. Kaolin mit n/100 NaOH. Linge der Kaolinsiaule 5,5 cm. 
Zeit Volt Ampére 
1h 40! 0,0498 Kathode 50 

w 

41 0,0477 0,0029 

42 0,0456 0,0060 0,0029 

43 0,0438 0,0029 

w 

Ad 0,0455 0,00295 

45 0,0483 0,0077 0,00295 

46 0,0515 0,00295 

w 

47 0,0493 0,00295 

48 0,0471 0,0060 0,0029 

49 0,0455 0,0029 

—Ww 

50 0,0479 0,0029 

51 0,0503 +- 0,0078 0,0029 

52 0,0532 0,0029 

w 
2h4! 0,0550 Kathode 100 _ 
Ww 
5 0,0498 0,0069 
6 0,0465 — 0,0112 0,0069 
7 0,0438 0,0069 
w 
8 0,0475 0,0069 
9 0,0515 + 0,0141 0,0069 
10 0,0579 0,0070 
w 
11 0,0539 0,0070 
12 0,0506 — 0,0109 0,0070 
3 0,0472 0,0070 
cmemene w 

14 0,0512 0,0070 

15 0,0552 + 0,0131 0,00705 

16 0,0603 0,00705 

peitnne w 

17 0,0560 0,0071 

18 0,0530 — 0,0108 0,0070 

19 0,0495 0,0070 

Ww 

20 0,0533 0,0071 

21 0,0575 + 0.0130 0,0071 

22 0,0625 0,0071 

w 
32 0,0382 Kathode 220 — 
- w 

33 0,0498 0,020 

34 0,0655 + 0,0418 0,020 

35 0,0800 0,020 

—Ww 
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Versuche mit Kaolin. 


(Fortsetzung.) 





Zeit 


2h 36/ 
37 


38 


39 
40 
41 


42 
43 
44 


45 
46 
47 
48 


49 
50 


0,0688 
0,0595 
0,0492 


0,0610 
0,0765 
0,0910 


0,0882 
0,0680 
0,0575 


0,0692 
0,0845 
0,0998 


0,0860 
0,0756 
0,0632 


Ww 


w 


w 


Ww 


Il[. Versuche 


mit 


Kathode 
- 0,0308 


0,0418 


0,0335 


0.0425 


- 0,0366 


Blutkohle und 
Blutkohle 2,0: n/100 NaOH 500,0. 


Volt 


220 


Ampere 


0,021 
0,021 
0,021 


0,021 
0,023 
0,023 


0,023 
0,023 
0,022 


0,022 
0,022 
0,022 


0,022 
0,022 
0,022 


Natronlauge. 


Linge der Kohlensiiule 5,0 ¢ 





Zeit 

Qb 12’ 
13 
14 
15 


16 
17 
18 


19 
20 
21 


22 
23 
24 
25 
26 


27 
28 


29 
30 


0,0495 


0,0524 
0,0555 
0,0577 


0,0567 
0,0555 
0,0548 


0,0570 
9,0600 
0,0630 


0,0619 
0,0608 
0,0602 


0,0625 
0,0651 
0,0683 


0,0674 
0,0666 
0,0655 


w 


w 


Ww 


w 


Ww 


w 


nach der Kathode 


0.0082 


0,0029 


0.0082 


0,0028 


0.0081 


— 0.0028 


Volt 


50 


Ampére 


0,009 
0,009 
0,009 


0,009 
0,008 
0,008 


0,008 
0,009 
0,009 


0,008 
0,008 
0,008 


0,008 
0,008 
0,008 


0,008 
0,008 
0,008 
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Versuche mit Blutkohle 





K, Umetsu: 


und Natronlauge. 





(Fortsetzung.) 





Zeit 


lh} }’ 


IV. Versuche mit Blutkohle und 


0,0359 
Ww 
0,0420 
0,0476 
0,0538 
w 
0,0529 
0,0500 
0,0485 
- —W 
0,0528 
0,0592 
0,0680 
“Ww 
0,0670 
0,0635 
0,0622 
# 
0.0650 
0,0707 
0,0789 
—W 
0,0765 
0,0742 
0,0738 


Kathode 


+ 0,0179 


— 0,0053 


- 0,0135 


— 0,0058 


4. 0,0167 


— 0,0051 


Volt 


100 


Salzsaure. 


Ampere 


0,019 
0,019 
0,020 


0,020 
0,020 
0,020 


0,018 
0,019 
0,019 


0,018 
0,018 
0,018 


0,015 
0,017 
0,017 


0,015 
0,013 
0,013 


1. Blutkohle 2,0: n/100 HCl 500,0. Lange der Kohlensiiule 5,0 cm. 





Zeit 
11h0/ 


1 
2 
3 


oO Oe 


ooe-+l 


11 
12 


0,0386 
— w 
0,0398 
0,0390 
0,0391 
— w 
0,0383 
0,0387 
0,0387 
* 
0,0388 
0,0390 
0,0391 
- ——_W 
0,0388 
0,0388 
0,0386 


nach der Anode 


+ 0,0005 


| 


- 0,0004 


+ 


0,0004 


— 0,0005 


Volt 


50 


Ampére 


0,014 
0,014 
0,013 


0,013 
0,014 
0,014 


0,014 
0,014 
0,013 


0,014 
0,014 
0,014 

















Versuche mit Blutkohle und Salzsaure. 


Elektroendosmose durch Kohlefilter. 


(Fortsetzung. ) 





Zeit 


11h29/ 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 

41 








0,0416 


w 


0,0426 
0,0435 


w 


0,0431 
0,0429 


0,0439 
0,0450 


w 


0,0448 
0,0444 
0,0456 
0,0465 


w 


0,0462 
0,0459 


Ww 


— 


nach der Anode 


+ 0,0019 


— 0,0006 


+ 0,0021 


0,0006 


+ 0,0021 


— 0,0006 


Volt 


100 


Ampére 


0,025 


0,026 
0,026 


0,026 
0,026 


0,025 
0,027 


0,027 
0,025 
0,026 
0,026 


Auch bei den folgenden Versuchen habe ich wie oben jedesmal die 
{ Beobachtung in jeder Minute ausgefiihrt, aber der Raumersparnis wegen 
teile ich nur die Summe der Wasserbewegung in drei Minuten (ausnahms- 
weise in 1 oder 2 oder 5 Minuten) mit. 











w 


2. Blutkohle 2,0: n/300 HCl 500,0. py 2,663. 
Lange der Kohlensiule 5,0 cm. 
Zeit Volt Ampére 
Anode 
12h30— 33’ + 0,0007 50 0,014 
one w 
33— 36 — 0,0003 0,014 
——_——w 
36—39 + 0,0007 0,014 
39— 42 — 0,0003 0,014 
w 
Anode 
48—5l + 0,0010 70 0,019 
w 
51—54 — 0,0004 0,0185 
w 
54—57 + 0,0010 0,019 
w 
57— 60 — 0,0004 0,0195 























458 K. Umetsu: 
2. Blutkohle. (Fortsetzung. ) 
{ Zeit Volt Ampére 4 
: 
; ; 
: Anode ; 
: 1h18—21 + 0,0015 100 0,029 ‘ 
w 
/ 21— 26 — 0,0003 0,026 
: Ww 
24—27 t 0,0015 0,029 
Ww 
27—30 + 0,0003 0,028 
w 
3. Blutkohle 2,0: n/500 HCl 500,0. py 2,936 (kolorimetrisch 2,9). 
Linge der Kohlensiule 5,0 em. 
Zeit Volt Ampére 
Anode 
9h 44— 47! t 0.0005 50 0,013 
w 
47—50 — 0,0004 0,013 
- 
50—53 t 0,0004 0,013 
w i 
53 — 56 — 0,0004 0,013 i 
W | 
Bee Anode : 
59— 2 — 0,0004 70 0,018 
j w 
1 10h 2— § +. 0,0005 0,018 
ii Ww 
5— 8 — 0,0004 0,017 
ae w 
ae 8—11 + 0,0004 0,0175 
is w 


also in Wirklichkeit fast Stillstand. 


4. Blutkohle 2,0: n/600 HCl 500,0. py 3,0. 
Linge der Blutkohle 5,0 em. 








Zeit | Volt Ampére 
Anode 
10655 — 60’ +- 0,0002 50 0,0085 
11h 1—* id +0 0,0045 
5— 10 = + 0,0002 0,0093 
10—15 3 — 0,0001 | 0,0080 
* 


also hier auch in Wirklichkeit Stillstand. 




















or 





Elektroendosmose durch Kohlefilter. 


5. Blutkohle 2,0: n/700 HCl 500,0. py 3,1. 


Linge der Kohlensiule 5,0 cm. 

















Zeit Volt Ampére 
Kathode 
11b36— 39’ + 0,0004 50 0,01 
Ww 
39—42 — 90,0003 0,01 
w 
42—45 + 0,0003 0,01 
w 
45— 48 — 0,0003 0,01 
w 
Kathod® 
12h38—41 4 0,0008 100 0,016 
Ww 
41— 46 — 0,0013 0,017 
w 
46—51 L 0,0024 0,017 
w 
51— 56 — 0,0035 0,017 
Ww 
56— |) +. 0,0012 0,016 
w 
l— 6 — 0.0038 0,0155 
- 
6. Blutkohle 2,0: n/800 HCI 500,0. py 3,4. 
Lange der Kohlensiule 5,5 cm. 
Zeit Volt Ampére 
Kathode 
12h 0— 3 — 0,0001 50 0,0090 
Ww 
3— 6 L 0,0001 0,009 
w 
6— 9 0,0001 0,009 
w 
9—12 - 0,0001 0,009 
w 
Kathode 
10h55— 58 — 0,0023 100 0,018 
w 
58— 1] t. 0,0025 0,019 
w 
12h15—18 — 0,0023 0,018 
w 
18—21 L 0,0038 0,018 


w 
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K, Umetsu: 


7. Blutkohle 2,0: n/1000 HCl 500,0. py, 3,5. 
Lange der Kohlensiule 4,2 cm. 














Zeit Volt | Ampére 
Kathode 
11457— 60’ + 0,0350 220 0,008 
w } 
60— 3 —0,0145 | 
w | 
3— 6 | + 0,0323 | 
W i 
6— 9 || —0,0115 
w || 
8. Blutkohle 2,0: n/10000 HCl 500,0. 
Linge der Koblensiaule 5,0 cm. 
Zeit Volt Ampére 
Kathode | 
10634 — 37’ —0,0002 | 50 0,008 
= —— Ww | 
37—40 + 0,0022 0,0077 
— WwW 
40—43 — 0,0002 0,0065 
ma 
43—46 + 0,0022 0,0074 
—— Ww 
46—49 — 0,0002 0,0067 
a w | 
49—52 + 0,0021 0,0072 
ae 
Kathode | 
llh 2— 5 + 0,0034 | 100 0,013 
we 
5— 8 | —0,0006 | 0,011 
wi | 
8—11 + 0,0038 | 0,013 
- - — w ; ' 
11—14 —0,0004 | 0,013 
14-17 | + 0,0047 | 0,013 
17—20 — 0,0006 0,013 








$A ORI: AIS! SS LIAR DAE aE Set 
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V. Versuche mit Blutkohle, Salzsaiure und Kaliumchlorid. 


1. Blutkohle 2,0: n/100 HCl 500,0 mit n/10 KCl. py 2,21. 
Lange der Kohlensiule 5,0 cm. 





| 





Zeit | Volt Ampere 
Anode 
1031 — 34’ + 0,0011 70 0,016 
u—37 || — 0,0003 | 0,014 
37—40 is + 0,0009 0,014 
40— 43 m — 0,0004 0,012 
_w 





: 2. Blutkohle 2,0: n/400 HCl 500,0, mit n/10 KCl. py 2,925 
(kolorimetrisch 2,9). Lange der Kohlensiule 5,0 cm. 











Zeit Volt Ampére 
Anode 
1h38—41' — 0,0008 50 * 0,0078 
w 
41— 44 + 0,0003 0,0095 
w 
44—47 — 0,0006 0,0080 
w 
47—50 + 0,0002 0,0096 
w 
Anode 
’ 2h 8—11 — 0,0003 100 0,014 
ee WY } 
l11l—14 + 0,0017 | 0,020 
w 
14—17 — 0,0003 0,015 
w 
17—20 + 0,0012 0,015 
w | 
Anode 
2h23— 26 + 0,0103 200 sehr 
w schwankend 
0,007 — 0,04 
26— 29 — 0,0105 0,007 — 0,08 
w 
Biochemische Zeitschrift Band 135. 30 
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462 K. Umetsu: 





3. Blutkohle 2,0: n/500 HCl 500,0, mit n/lO KCl. py 3,08 
(kolorimetrisch 3,1). Lange der Kohlensiule 5,0 cm. 





Zeit | 
Kathode 
10b48— 51’ — 0,0002 
— Ww 
51—54 + 0,0005 
w 
54—57 — 0,0002 
———_ Ww 
57— 60 + 0,0005 
Ww 
Kathode 
11h 7—10 + 0,0006 
w 
10—13 — 0,0005 
w 


Volt 


100 


Ampére 


0,017 
0,017 
0,017 
0,016 


0,023 
0,023 


4. Blutkohle 2,0: n/700 HCl 500,0, mit n/10 KCl. py 3,47 
(kolorimetrisch 3,5). Linge der Kohlensiule 5,0 cm. 








Zeit 
Kathode 
1h54— 57’ — 0,0012 
— W 
57—60 + 0,0006 
w 
2h 0— 3 — 08,0006 
w 
3— 6 + 0,0005 
— W | 
6— 9 — 0,0008 
w | 
| Kathode 
2h31—34 -+ 0,0058 
Ww 
34— 37 — 0,0020 
w 
37—40 + 0,0024 
- w 
40—43 — 0,0015 
w 


Volt 


100 


Ampére 


0,014 
0,014 
0,015 
0,014 
0,014 


0,022 
0,023 
0,022 


0,022 
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VI. Versuche mit Blutkohle und Schwefelsaure. 
1. Blutkohle 2,0: n/100 H,SO, 500,0. py 2,238. 


Lange der Kohlensaule 5,0 cm. 








Zeit Volt Ampére 
Anode 
12h15—18' — 0,0001 70 0,004 
—— Ww 
18—21 + 0,0002 0,004 
ee w 
Anode 
56— 59 + 0,0008 100 0,015 
. w 
59— 2 — 0,0003 0,0165 
w 
Ih 2— 5 + 0,0005 0,011 
w 
5— 8 — 0,0002 0,0165 
Ww 
Anode 
8—1ll + 0,0031 150 0,033 
~ w 
1l—14 — 0,0009 0,023 
Ww 
14—17 + 0,0022 0,026 
w 


2. Blutkohle 2,0: n/400 H,SO, 500,0. py 2,919 (kolorimetrisch 2,9). 


Lange der Kohlensiiule 5,0 cm. 








Zeit Volt Ampére 
Anode 
11h 9—12/ + 0,0002 50 0.0085 
— w 
12—15 — 0,0001 0,0085 
w 
15—18 + 0,0002 0.0085 
— w 
18—21 — 0,0002 0,0085 
- w 
Anode 
22—25 + 0,0003 70 0,0125 
- w 
25—28 — 0,0002 0,012 
w 
28—31 + 0,0001 0,012 
- — w 
31—34 — 0,0002 0.012 
w 


3. Blutkohle 2,0: n/500 H,SO, 500,0. py 3,06 (kolorimetrisch 3,0). 
Keine Wasserbewegung. 
4. Blutkohle 2,0: n/600 H,SO, 500,0. py 3,204 (kolorimetrisch 3,2). 
Keine Wasserbewegung. 
30* 





i, 
vat 


oot 


Re gies eR 


snore 








nk Sin ACSA ERA hi RS 


iia Naa 


K. Umetsu: 





5. Blutkohle 2,0: n/700 H,SO, 500,0. py 3,41 (kolorimetrisch 3,3). 
Lange der Kohlensaule 5,0 cm. 





Zeit 


11450— 53! 
53—56 

= 

56—59 

— w 
69— 2 

io. 


— w 





| 
| 


Kathode 
+ 0,0003 


— 0,0001 
+ 0,0004 
— 0,0001 
Kathode 
+ 0,0004 
— 0,0003 
+ 0,0005 
— 0,0002 
+ 0,0004 
— 0,0003 


Volt 


50 


70 


Ampére 


0,012 
0,012 
0,012 
0,012 


0,0165 
0,0175 
0,0175 
0,017 
0,017 
0,017 


6. Blutkohle 2,0: n/10000 H, SO, 500,0. py 6,394 (kolorimetrisch 6,4). 
Lange der Kohlensiule 5,0 cm. 





1633 — 36’ 
- Ww 

36—39 
w 

39— 42 
w 


42—45 


— — W 


aa 


U 


Kathode 
— 0,0011 


+ 0,0023 
— 0,0012 
+ 0,0022 


Kathode 
+ 0,0041 


— 0,0011 
+ 0,0042 


— 0,0011 


Volt 


70 


Ampére 


0,011 
0,01 
0,01 
0,01 


0,012 
0,013 
0,0125 


0,012 








tM mira BRHF. 
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Eiektroendosmose durch Kohlefilter. 


Vil. Versuche mit Blutkohle und Sulfosalicylsaure. 
1. Blutkohle 2,0: 0,0034proz. Sulfosalicylsiure 500,0. 
Lange der Blutkohle 5,0 em. 








Zeit 

11h50— 55’ 
w 

55— 60 
w 

12h 1— 5 
ieee ll 

5—10 
—— Ww 

25—28 
w 

28—31 
w 

31—34 
w 

34— 37 
- w 

37—40 
w 

40—43 
—-—w 

43— 46 
w 

46—49 
w 


2. Blutkohle 2,0: 0,0332proz. Sulfosalicylsiure 500,0. py 3,5. 
Lange der Kohlensaéule 5,5 cm. 


Kathode 
+ 0,0016 


— 0,0017 
+. 0,0015 
— 0,0017 


Kathode 
— 0,0039 


+ 0,0030 
— 0,0034 
+ 0,0027 
— 0,0025 
+- 0,0025 
— 0,0023 


-+ 0,0026 


| 
} 
; 


Volt 


50 


100 


Ampére 


0,008 —0,0078 
| 0,0094—0,0068 
| 0,0079— 0,0069 
| 


0,0086 — 0,0064 


0,018—0,012 
0,013 
0,011 
0,013 
0,012 
0,013 
0,011 


0,013 





Zeit 


1h34—39' 


Ww 

39—44 
—w 

44—49 
w 

49—54 
Ww 

2h 5— 8 
w 

8—11 
w 

ll—14 
Ww 

14—17 
—_———— w 


17— 20 


Ww i 


Kathode 
+ 0,0013 


— 0,0003 
+ 0,0011 
— 0,0007 


Kathode 
+ 0,0027 


— 0,0003 
+ 0,0034 
— 0,0005 


+ 0,0045 


Volt 


50 


100 


Ampére 


0,0039— 0,0005 
0,0066 — 0,0032 
0,004 —0,0071 
0,007 —0,0037 


0,012 —0,015 
0,015—0,012 
0,012 —0,014 
0,014 —0,010 


| 0,011 —0,014 


Pr 4,0. 
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466 K. Umetsu: 


3. Blutkohle 2,0 0,lproz. Sulfosalicylsiure 500,0. py 2,613 
(Filtrat 50,0 cem = n/10 NaOH 1,75 cem). 
Lange der Kohlensiule 5,0 cm. 





Zeit Volt Ampére 


Kathode 
1h21— 24’ + 0,0011 50 0,008 
24—27 “4 — 0,0010 0,009 
27—30 “f + 0,0018 0,0095 
30—33 ~ — 0,0014 0,0085 
y Kathode 
36—39 + 0,0037 100 0,018 
39— 42 * — 0,0011 0,0185 
42—45 “ -+ 0,0048 0,016 
45—48 , — 0,0011 0,012 
48—5l] ig + 0,0035 0,012 


aninttniniononn SY 


4. Blutkohle 2,0: lproz. Sulfosalicylsiure 500,0. py, 1,42 
(Filtrat 50,0 cem = n/10 NaOH 35,5 cem). 


Lange der Kohlensiule 5,5 em. 





Zeit Volt Ampere 
Kathode 
; 1240-43’ 4 0,0008 50 0,009 
43-46 | — 0,008 0,01 
46-49 +.0,0010 0,009 
49-52 + 0,0009 0,01 
3 


5. Blutkohle 2,0: 2proz. Sulfosalicylsiiure 500,0. py 1,15 
(Filtrat 20,0 cem = n/10 NaOH 30,0 cem). 
Lange der Kohlensiule 5,0 cm. 





a — aERS 3 wee 
Zeit Volt Ampére 
}; Kathode 
1b19— 22’ — 0,0004 30 0,0070 
Ww 
22—25 + 0,0004 0,0071 
_—_—— w 
25—28 — 0,0004 0,0069 
Ww 
28—31 + 0,0004 0,0071 
—_—w 
‘ 
ay 
a 
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Elektroendosmose durch Kohlefilter. 467 


5. Blutkohle. (ortsetzung.) 





Zeit Volt Ampére 
Kathode 
43— 46 — 0,0010 50 0,012 
w 
46—49 + 0,0016 0,012 
w 
49—52 — 0,0010 0,011 
w 
53—55 + 0,0014 0,012 
w 
55— 58 — 0,0010 0,012 
w 
58 1 || + 0,0016 0,012 
Ww 
VIII. Versuche mit Zuckerkohle und Salzsaure. 
. Zuckerkohle 2,0: n/100 HCl 500,0. py 2,011 (elektrometr.). 





Linge der Kohlensaule 5,0 cm. 





Zeit Volt Ampére 
Kathode if 
11439— 42’ 4. 0,0001 50 0,0024 . 
w 
42—45 — 0,0019 0,0026 
w 
45—48 + 0,0002 0,0025 
w 
48—51 — 0,0019 0,0026 
w 
Kathode 
12h28—31 — 0,0047 100 0,0053 
- 
31—34 + 0,0058 0,0053 
w 
34—37 — 0,0005 0,0049 
—— W 
37—40 + 0,0029 0,0048 
w * 
Kathode f 
jh 2— 3 4+ 0,0091 | 200 0,0080 A 
Ww , a 
4 — 0,0092 0,0082 3 i 
e LZ 
4— 5 | +0,0210 | 0,0082 1 
w | ef 
5— 6 —0,018 | 0,0086 t 
- w | 
~~ 7 + 0,0258 0,0080 
w | 
tt 8 —0,0150 | 0,0082 
w 








468 K. Umetsu: 


2. Zuckerkohle 2,0: n/1000 HCl 500,0. 
py (elektrometr.) 3,243 (kolorimetr. 3,2). Lange der Kohlensiule 5,0 cm. 











Zeit | Volt Ampére : 
Kathode 
2h22— 25’ — 0,0014 100 0,00275 } 
Ww Fi 
25—28 + 0,0014 0,0028 : 
w 
Kathode 
48—5l — 0,0123 150 0,0042 
w 
51—54 + 0,0142 0,0043 
w 
Kathode 
54—57 — 0,0256 200 0,00555 
Ww 
57— 60 + 0,0327 0,0056 
Ww 





3. Zuckerkohle 2,0: n/10000 HCl 500,0. py (elektrometr.) 6,373. 
Lange der Kohlensiiule 5,0 cm. 











Zeit | Volt Ampére 
Kathode 
oe 10b21— 24’ — 0,0099 50 0,00135 
i * 3 Ww 
ie 24—27 + 0,0096 0,0013 
oe w 
i} ehcu 27—30 — 0,0098 0,00135 
: e Ww 
i 30—33 + 0,0092 0,0013 
ia w 
| Kathode 
f i 11h24— 25 +0,0133 | 100 0,00265 
: w 
25— 26 — 0,0151 | 0,00265 
: = 
26—27 +0,0137 | 0,00265 
w 
ee 27—28 — 0,0153 0,00265 
Ps ——-Ww | 
Kathode 
33— 34 | — 0,0297 150 0,004 
« = - w 
34—35 + 0,0327 | 0,004 
— w 
35— 36 — 0,0337 | 0,004 
i ow | 
¢ 36—37 +0,0350 | 0,004 
a asa mercer: w } 
& 
a 
4 
a 
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Elektroendosmose durch Kohlefilter. 





3. Zuckerkohle. (Fortsetzung.) 
Zeit Volt Ampére 
Kathode 
12h10—11 — 0,0540 200 0,0057 
11—12 " + 0,0562 0,0057 
12—13 ve — 0,0452 0,0057 
13—14 “ + 0,0505 0,0057 
14—15 * — 0,0505 0,0060 
15— 16 + 0,0512 0,0060 
a" 


IX. Versuche mit Zuckerkohle und KOH. 
Zuckerkohle 2,0: n/100 KOPF 500,0. 


469 


Lange der Kohlensiiule 5,0 cm. 





Zeit 


10h45— 48’ 


w 

48—5l 
—Ww 

51— 54 
w 

54—57 
Ww 

11h 6— 9 
Ww 

9—12 
w 

12—15 
Ww 

15—18 
————- W 

58— 59 
w 

59— 60 
——— W 

60— 1 
w 

12h 1— 2 
w 

2— 3 
w 

3— 4 


Kathode 
— 0,0042 


+ 0,0042 
— 0,0044 
+ 0,0043 


Kathode 
— 0,0150 


+ 0,0121 
— 0,0150 


+ 0,0125 


Kathode 
— 0,0112 


+ 0,0132 
— 0,0112 
+ 0,0129 
— 0,0116 


+ 0,0129 


Volt 


50 


100 


200 


Ampére 


0,0053 
0,0053 
0,0053 


0,00535 


0,012 
0,012 
0,012 


0,012 


0,0285 
0,0285 
0,0285 
0,0285 
0,0285 


0,0285 











id atoms 





470 K. Umetsu: 


X. Versuche mit Zucker-K,CO,-Kohle und HCl. 
Zucker-K,C O,-Kohle 2,0: n/1000 HCl 500,0. 





Zeit Volt Ampére 
Kathode 
10h 20 — 22’ — 09,0235 220 — 
w 
22— 24 + 0,0055 — 
w 
24— 26 — 0,0226 — 
w 
26—28 + 0,0061 _— 
w 


XI. Versuche mit Benzoesiure-K,CO,-Kohle und Salzsiéure. 


Benzoesiure-K,CO,-Kohle 2,0: n/1000 HCl 500,0. 





Zeit Volt Ampere 
Kathode 

1h33— 36’ — 0,0076 220 a 
w 

36— 39 + 0,0067 -- 
w 

39— 42 — 0,0075 - 
w 

42—45 + 0,0065 - 
w 

45— 48 — 0,0082 -- 
w 

48—5l + 0,0067 _ 
w 


4. Die Versuche mit Sulfosalicylsiure. 
A. Charakterisierung der Sulfosalicylsiure als starke zweibasische Saure. 


a) Titration mit Phenolphthalein, Methylorange und Methylrot. Ich 
titrierte m/10 Lésung 10,0ccm mit n/10 NaOH, und es ergab sich, daB ich 
bei jedem Indikator fast ganz dieselbe Menge NaOH gebrauchte, was ein 
Beweis fiir die groBe Starke der Sulfosalicylsiure ist. Ich konnte auch durch 
die elektrometrischen Titrationsversuche feststellen, daB Sulfosalicylsiure 
eine ganz starke Siure ist. Das stimmt mit dem obigen Resultat tiberein. 





Sulfosalicylsaure n/10 NaOH mit Saure 

etwa m/10 Lésung aquivalenter Menge 
ccm ccm 
1. Phenolphthalein ...... 10,0 17,18 
2. Methylorange. ....... 10,0 17,14 
I 6 ee 10,0 17,18 
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b) Elektrometrische p,,-Messungen und elektrometrische Titration. 
Zur elektrometrischen p,,-Messung gebrauchte ich den Gaskettenmessungs- 


apparat nach L. Michaelis und bekam 
folgendes Resultat: 

py von etwa m/100 Sulfosalicylsiure 2,240 
PH » » m/10 s 1,238 
Du » » 3 proz. ‘3 0,971 
Aus diesem Resultat ersehen wir, daB die 
Py von etwa m/100 Sulfosalicylsiure kaum 
anders als die einer m/50 HCl (py = 2,3) ist, 
daB also die Sulfosalicylsiure eine total disso- 
ziierte zweibasische Siure ist. 

Zur elektrometrischen ‘Titration ge- 
brauchte ich den elektrometrischen Titra- 
tionsapparat mit der Glockenelektrode nach 
L. Michaelis') und 10,0cem 3proz. (= n/10 
NaOH 23,32cem) und m/10 (= n/10 NaOH 
17,18 cem) Lésung mit n/10 NaOH schritt- 
weise titriert. Bei der ersten Lésung sprang 
Py von 3,7 plotzlich auf 9,5 und bei der 
zweiten von 3,3 plétzlich auf 10,5. Wenn 
ich nun in einem Koordinatensystem auf 
der Abszisse die Kubikzentimeter der zu- 
gesetzten Lauge, auf der Ordinate p,, auf- 
trage, zeigt sich die folgende Kurve. Diese 
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Kurve stimmt vollkommen mit der Titrationskurve einer m/5-Salzsaure 
iiberein. Der senkrechte Sprung im p, von py, etwa 4 bis py etwa 11 ist 
charakteristisch fiir die ,,starken Mineralsaéuren. 


Elektrometrische Titration von Liésung der Sulfosalicylsiure. 
1. 3proz. Losung 10,0cem = 23,32 cem n/10 NaOH. 





Standardacetat 513,5 Millivolt 
gegen die gesattigte Kalomel- 
elektrode, Temperatur 13° 

ccm ccm 


10,0 0,0 
1,0 
3,0 
5,0 

10,0 
14,0 
15,0 
16,0 
18,0 
22,0 
23,0 
24,0 
25,0 
28,0 
30,0 


NaOH 
n/10 L, 


Mill volt 


306,8 
309,0 
315,3 
323,6 
351,0 
373,6 
379,1 
388,9 
404,5 
465,0 
794,5 
845,0 
861,0 
894,0 
907,0 


Pu 


0,971 
1,010 
1,120 
1,266 
1,750 
2,149 
2,246 
2,400 
2,694 
3,761 
9,572 
10,454 
10,745 
11,291 
11,556 


1) L. Michaelis, diese Zeitschr. 79, 1 u. 2,1917; Praktikum der physik. 


Chem., 2. Aufl., Berlin 1922. 
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2. m/10 Losung 10,0ce¢m = 17,18 cem n/10 NaOH. 





Standardacetat 514,2 Millivolt 
gegen die gesattigte Kalomels 
elektrode, Temperatur 14° 
ccm 


10,0 


B. Vergleich der Adsorption von Sulfosalicylsiure und anderen Sauren 


NaOH 
n/10 L. 


ccm 


0,0 
1,0 
3,0 
5,0 | 
8,0 
10,0 
13,0 
16,0 
18,0 
20,0 
22,0 
25,0 
30,0 


durch Blutkohle. 


Um diesen Vergleich durchzufiihren, titrierte ich (mit Phenolphthalein 
als Indikator) zuerst m/30 und m/60 Sulfosalicylsiure 50,0 cem mit n/10 und 
n/20 NaOH und stellte die Konzentration der anderen Saure so ein, daB 
50,0cem von ihr gerade dieselbe Menge NaOH neutralisierte, die ich 





Millivolt PH 
322,0 1,238 
323,8 1,270 
330,0 1,379 
338,4 1,526 
354,0 1,801 
372,0 2,116 
399,0 2,591 
440,0 3,312 
851,0 10,535 
890,0 11,220 
911,0 11,590 
930,0 12,025 
943,0 12,271 


gebraucht hatte, um 50 ccm Sulfosalicylsiure zu neutralisieren. 


Adsorptionsversuche mit Siéure und Blutkohle. 


% 








Saure 


I. m/30 
a) Sulfosalicylsiure 
b) Salzsiiure. . .. 
c) Schwefelsiure. . 
II. m/60 
a) Sulfosalicylsiure 
b) Salzsiure. . ‘ 
c) Schwefelsaiure. . 
III. a) Trichloressigsiure . 
b) Trichloressigsiure . 
IV. 8-Naphthalinsulfosiure 
V. Benzosulfosiiure . . 


Man sieht hieraus, daB verschiedene organische Sauren (Sulfosalicy]- 
siure, Trichloressigsiure, 8-Naphthalinsulfosiure, Benzolsulfosaure) starker 
als HCl adsorbiert werden. Die Endosmoseversuche wurden nur mit Sulfo- 


salicylsiure durchgefiihbrt. 


NaOH 
die 50,0 ccm Saure 
neutralisierende 
Menge 


ccm 


n/10 NaOH 14,3 
n/10 NaOH 14,3 
n/10 NaOH 14,3 


n/20 NaOH 14,5 
n/20 NaOH 14,5 
n/20 NaOH 14,5 
n/20 NaOH 29,0 
n/20 NaOH 14,5 
n/20 NaOH 14,8 
n/20 NaOH 14,5 


NaOH 
aquivalente 
Menge mit der Adsorption 
von Kohle in 
adsorbierten Prozenten 
Sauremenge 
ccm 
8,8 61,97 
1,4 10,00 
2,1 14,89 
116 | 82,86 
3,9 | 27,27 
oie 30,07 
9,95 34,79 
5,8 41,14 
| 9,75 67,70 
toe © 42,76 
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C. Die Deutung der Elektroendosmoseversuche mit Sulfosalicylsiure durch 
Kohlefilter. 


Die Versuche tiber elektrische Endosmose an Diaphragmen von Kohle 
habe ich schon oben geschildert, und wir wollen hier aus den obigen 
Resultaten die Besonderheit der Versuche feststellen: 


1. Die Sulfosalicylsiure wird von Kohle stirker adsorbiert, als alle 
bisher beschriebenen starken Saiuren. Die Sulfosalicylsiure ist nimlich in 
ihrer Stirke vollig vergleichbar mit den ganz starken Mineralsiuren HCl, 
HNO, oder noch besser vergleichbar mit H,50O,, denn sie verhalt sich wie 
eine zweibasische Saure, deren erste Dissoziationsstufe so stark ist, wie etwa 
die der Salzsiure, und deren zweite Dissoziationsstufe nur sehr wenig 
schwacher ist (nach MaBgabe der Bjerrumschen Theorie handelt es sich hier 
zweifellos nur um eine Verminderung der Ionenaktivitaét, nicht aber der 
Dissoziation), im ganzen also gerade wie bei der Schwefelsiiure. Das ergibt 
sich daraus, daB die elektrometrische Titrationskurve einer m/10 Sulfo- 
salicylsture vollkommen Ubereinstimmt mit der Titrationskurve einer 
m/5 HCl, und da andererseits das p, einer m/100 Sulfosalicylsiure 
praktisch gleich ist dem einer m/50 HCl. Wir kénnen also mit ausreichender 
Anniherung behaupten, daf die Sulfosalicylsiure in wisseriger Losung so 
gut wie total dissoziiert ist im Sinne einer zweibasischen Siure. 


Nun hatten Rona und Michaelis) fiir die gewéhnlichen Mineralséuren 
folgende Beobachtung gemacht: sie werden simtlich von Kohle adsorbiert, 
und zwar in wechselnden Betrigen. Die Adsorption jeder Mineralsiure wird, 
umgekehrt wie man es auf Grund des Verdraingungsgesetzes erwartete, 
durch Zusatz eines gleichionigen Neutralsalzes erhdht. So wird z. B. die 
Adsorption einer m/100 HCl-Lésung durch den Zusatz von KCl erhéht. 
Durch Steigerung der KCl-Menge kommt man bald an einen Grenzwert fiir 
die Adsorption der HCl, welcher durch weitere Steigerungen des KCl-Zu- 
satzes nicht tiberschritten wird. Dieser Grenzwert erwies sich als gleich fiir 
alle untersuchten Mineralsiituren, HCl, HNO,,H,SO,. Die Deutung dieses 
Befundes war folgende: Bei allen Mineralsiuren ist das H-Ion viel starker 
adsorbierbar als das Anion. Die Einstellung des wahren Adsorptionsgleich- 
gewichtes der H-Ionen wird aus elektrostatischen Ursachen durch die 
Anionen der Saure verhindert; wenn die H-Ionen in der adsorbierenden 
Grenzflache sich anreichern, miissen sie aus elektrostatischen Ursachen die 
Anionen mitschleppen. Daher werden mehr Anionen adsorbiert als ihrem 
wahren Adsorptionsgleichgewicht entsprechen wiirde. Hierzu ist eine 
gewisse Arbeitsleistung nétig, welche aber nicht von der absoluten Menge 
der mitgefiihrten Anionen abhingt, sondern nur von dem Logarithmus des 
Verhdltnisses der Konzentrationen vor und nach der Adsorption. 
Ist nun die Konzentration der Anionen sehr groB, so ist dieses Verhiltnis 
nur wenig von | verschieden, daher die aufgewendete Arbeit fast 0. Die 
Mitfiihrung der Anionen geschieht dann fast kraftefrei. 

Jener oben beschriebene, fiir alle Mineralséuren gleiche Grenzwert der 
Adsorption bei Uberschu8 von Neutralsalz stellt demnach nichts weiter vor, 
als die reine, durch Gegenkriifte nicht getriibte Adsorbierbarkeit des H-Ions. 
Keine Saéure, deren Anion weniger adsorbierbar ist als das H-lon, kann 
daher bei noch so groBem Uberschu8 an Neutralsalz starker adsorbiert 
werden, als z. B. HCl. 


1) Rona und Michaelis, diese Zeitschr. 97, 85, 1919. 
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Die Versuche ergaben nun, daS Sulfosalicylsiure viel starker ad- 
sorbiert wird als HCl. Wenn unsere Theorie richtig war, so konnte diese 
Erscheinung nur darauf beruhen, da8 das Anion dieser Saure an sich starker 
adsorbiert wird als das H-Ion. Daraus wiirde weiter folgen, da8 in einer 
Lésung von Sulfosalicylsiure die elektrische Ionendoppelschicht stets so ge- 
baut sein muB, daB die Anionenschicht der Kohle anhaftet und die Kationen- 
schicht in die Fliissigkeit hineinragt. Es miiBte daher die elektrische Ladung 
der Kohle in Sulfosalicylsiure bei noch so groBem Uberschu8 dieser Siure 
negativ bleiben, waihrend sie durch HCl und dergleichen positiv geladen 
werden mu8. Dies wurde durch die obigen elektroendosmotischen Versuche 
gepriift und vollkommen bestitigt. Schon Perrin!) hatte beschrieben, daB 
Kohle in Laugen negativ, in Siuren positiv geladen ist. Gyemant*) hat dies 
im Laboratorium von L. Michaelis bestitigt und z. B. gefunden, daB Kohle 
in HCl-Lésungen positiv geladen ist, sobald p,, kleiner wird als etwa 3 bis 4. 
Diese Versuche wurden jetzt mit verbesserter Methode wiederholt und als 
isoelektrischer Punkt der Blutkohle bei Gegenwart von HCl p,, = 3,0 
gefunden. In Lésungen, welche saurer sirid als diese, ist die Kohle positiv 
geladen. Gegenwart von KCl (m/10 neben der HCl) anderte nichts an 
diesem Verhalten. 

Im Schwefelsiure ergab sich prinzipiell das gleiche, nur waren alle 
Ausschlage bei der Endosmose geringer, so daf der isoelektrische Punkt 
nicht mit der gleichen Scharfe bestimmt werden konnte. Im Gegensatz 
hierzu zeigte Kohle in Lésungen von Sulfosalicylsiure beliebiger Konzen- 
trationen stets negative Ladung, und zwar erwies sich das zuerst von Perrin 
formulierte Gesetz auch hier als giiltig, daB bei steigender Sauerung die 
Negativitat zuriickgeht. Aber durch keinen noch so groBen Uberschu8 von 
Sulfosalicylsiure gelang es, die negative Ladung ganz zu vernichten, ge- 
schweige denn in eine positive umzukehren. 

Durch diese Erscheinungen wird die Theorie der Ionen-Doppelschichten 
an der Kohle wiederum bestirkt. 


5. Uber ampholytoide und acidoide Kohlenarten. 


In der Literatur besteht ein Widerspruch beziiglich der Umladbarkeit 
der Kohle. Perrin’) fand mit einer ganzen Reihe von Pulvern (Kohle, 
Schwefel, Carborund, Naphthalin, Salol, CrCl,, AgCl, BaSO,, ZnO, CuO, 
Gelatine u. a.), daB in saurer Lésung das Wasser stets nach der Anode, in 
schwach alkalischer nach der Kathode wandert, d. h. das Pulver gegen saure 
Lésung positiv, gegen alkalische negativ geladen war. Er hat sogar bemerkt, 
da8 der Umkehrpunkt der elektrischen Ladung nicht immer genau bei 
neutraler Reaktion liegt. Bethe und Toropoff*) beobachteten, daf Kohle 
durch Sauren in ihrer Negativitét zwar geschwicht, aber niemals umgeladen 


1) J. Perrin, Mécanisme de |’Electrisation de content et solutions 
colloidales. Journ. Chim. phys. 2, 601 u. 8, 50, 1904 u. 1905. 

2) A. Gyemant, Kolloid-Zeitschr. 28, 3, 1921. 

3) J. Perrin, Mécanisme de |’Electr. de content et solutions coll. Journ. 
Chim. phys. 2, 601, u. 8, 50, 1904 u. 1905. 

4) Bethe und Toropoff, Zeitschr. f. phys. Chem. 88, 686, 1914; 89, 
597, 1915. 
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wird. Gyemant') wiederum bestatigt die Umladbarkeit durch Sauren, und 
zwar fand er den Indifferenzpunkt der elektrischen Ladung bei einem p,, 
zwischen 3 bis 4. Bethe und Toropoff arbeiteten mit zerstoBener Retorten- 
kohle, Gyemant mit Blutkohle. Es lag daher die Vermutung nahe, daB der 
Widerspruch auf einer Verschiedenartigkeit der Kohlenpriiparate beruhte. 
Diese Vermutung hat sich bestitigt. Die im ersten Abschnitt beschriebenen 
Versuche wurden namlich mit Blutkohle (Merck) ausgefiihrt. Diese Kohle 
erwies sich, wie gesagt, als umladbar, der Indifferenzpunkt lag bei p,, = 3,0, 
und zwar unabhingig davon, ob wir die HC! rein oder mit einem Uberschu8 
von KCl (n/10) angewendet hatten. Bei Verwendung von H,SQ, ist die 
Endosmose viel trager, der Indifferenzpunkt unscharfer zu bestimmen, er 
schien aber nicht deutlich verschieden von dem fiir HCl zu sein. 

Eine andere Reihe von Versuchen wurde nun mit einer durch Ver- 
kohlen von Zucker hergestellten Kohle ausgefiihrt, und mit dieser erhielten 
wir dasselbe Resultat wie Bethe und Toropoff, d.h. sie war immer negativ 
geladen. Die Ladung, gemessen an der Starke der Endosmose, konnte durch 
Saurezusatz zwar stark vermindert, aber niemals vernichtet oder umgekehrt 
werden. 

Nach L. Michaelis kénnen wir einen nicht molekulardispersen Stoff, 
welcher OH-Ionen adsorbiert oder H-Ionen abdissoziiert unter Erhaltung 
der negativen Ladung (oder H-Ionen adsorbiert unter Neutralisierung seiner 
vorher negativen Ladung), ein Acidoid nennen. Analog kénnen wir das 
Basoid und einen Stoff wie Kohle als Ampholytoid definieren. Es ist dies 
eine Ubertragung der Definitionen fiir Siure, Base und Ampholyt auf nicht 
molekulardisperse Stoffe. Siure ist eine Molekiilart, welche OH-Ionen 
unter Erhaltung der negativen Ladung bindet, Base ist eine solche, welche 
H-Ionen bindet, und Ampholyt ist eine solche, welche beide Ionenarten je 
nach den Umstanden bindet. So wiirden wir also Zuckerkohle oder Retorten- 
kohle als ein Acidoid bezeichnen, d. h. einen in Wasser unléslichen Kérper, 
welcher aber, abgesehen von seiner Unldslichkeit, alle Charaktere einer 
Saure zeigt; und die Blutkohle wiirden wir als ein Ampholytoid bezeichnen, 
d.h. als einen Stoff, der, abgesehen von seiner Unléslichkeit, die Eigenschaft 
eines Ampholyten zeigt, bei irgend einem bestimmten p,, von endlicher 
GréBe einen isoelektrischen Punkt zu besitzen. Wir sind ja durch manche 
Untersuchungen zu der Anschauung gekommen, da die sogenannte amorphe 
Kohle nicht unbedingt als elementarer Kohlenstoff zu betrachten ist. So 
haben z. B. K. A. Hofmann und W. Freyer*) nachgewiesen, daB Rub 
geradezu Stoffe von ausgesprochenem Siurecharakter enthalt. Es ist also 
sehr wohl méglich, daB die Natur des Ausgangsmaterials, welches man fiir 
die Darstellung der Kohle wahlt, einen EinfluB auf die chemische Konsti- 
tution der aus ihr hervorgehenden sogenannten ,,Kohle hat. Es ist 
allerdings auch denkbar, da Verschiedenheiten der Struktur des Kohlen- 
stoffraumgitters die Unterschiede verursachen. Die beim Verbrennen von 
Zucker entstehenden Sauren prigen vielleicht der aus ihnen durch weitere 
Erhitzung entstehenden Kohle den Acidoidcharakter auf; und die aus 
dem eiweiBhaltigen Blut entstandene Kohle spiegelt den amphoteren 
Charakter der EiweiSk6rper wieder, obwohl kein Stickstoff in ihr mehr 
nachweisbar ist. 


1) A. Gyemant, Kolloid-Zeitschr. 28, 3, 1921. 
*) K. A. Hofmann und W. Freyer, Berichte der deutsch. chem. Ges., 
Jahrg. 53, 8. 2076, 1920. 
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6. Uber die Adsorptionsaffinititen der verschiedenen Kohlearten. 

Das Adsorptionsvermégen der Blutkohle haben Lachs und Michaelis'), 
sowie Rona und Michaelis*) systematisch untersucht. Man kann folgende 
wesentliche Gesichtspunkte, soweit sie fiir die folgenden Fragen in Betracht 
kommen, als Ergebnis dieser Arbeiten zusammenstellen. 

1. Gegeniiber elektroindifferenten, oberflachenaktiven, wasserléslichen 
Stoffen, wie Aceton, Octylalkohol und dergleichen, hat Blutkohle ein Ad- 
sorptionsvermégen, welches dasjenige aller anderen pulverférmigen Sub- 
stanzen bei weitem iibertrifft. 

2. In geringerem Grade, aber doch noch sehr merklich, adsorbiert 
Blutkohle auch simtliche Elektrolyte (mit Ausnahme der Alkalisulfate). 
Die Adsorption eines Elektrolyten setzt sich additiv aus der Adsorbierbarkeit 
des Anions und des Kations zusammen. Als besonders gut adsorbierbare 
Ionen haben sich herausgestellt die H- und OH-Ionen, die mehrwertigen 
Metall-Ionen, besonders aber alle organischen Farbstoff-Ionen und Alkaloide. 
Blutkohle adsorbiert in ausgezeichneter Weise sowohl geeignete Kationen 
(H, Methylenblau, Chinin) wie Anionen (OH, Eosin, Pikrinsiure). Nach 
MaBgabe ihrer Adsorbierbarkeit kann man eine genau geordnete Reihe der 
Anionen und eine Reihe der Kationen aufstellen. Es ist zu erkennen, daB 
in dieser Reihe das Prinzip der Entladungsspannung eine Rolle spielt. 
Edlere Metalle sind als Ionen besser adsorbierbar als geringere, auBerdem 
scheint die Wertigkeit in dem Sinne einen EinfluB zu haben, daB mehr- 
wertige Ionen besser adsorbiert werden. 

3. Zwei oberflichenaktive, elektroindifferente Stoffe verdraingen 
einander bei der Adsorption (z. B. Aceton: Essigsiure, Zucker: Aceton); 
zwei gleichsinnige Ionen verdringen einander ebenfalls, z. B. ein basischer 
Farbstoff: ein zweiter basischer Farbstoff, dagegen ist zwischen einem ober- 
flachenaktiven Nichtelektrolyten und einem gut adsorbierbaren Ion eine 
Konkurrenz um einen Platz an der Oberfliche nicht oder nur in sehr ge- 
ringem MaBe nachweisbar [z. B. NaCl: Aceton’)]. Es gibt also zwei 
verschiedene Typen von Adsorbenden; gegenseitige Verdrangung, gegen- 
seitige Konkurrenz um einen Platz an der Oberflache zeigen je zwei Stoffe 
nur, wenn sie dem gleichen Typus angehoren. 

4. Demnach hat es fast den Anschein, als ob die Blutkohle ein Gemisch 
zweier verschiedenartiger Adsorbentien sei, eines fiir die Gruppe der ober- 
flachenaktiven Nichtelektrolyte und eines fiir Ionen. Wenigstens kénnte 
man eine solche Vorstellung vorlaufig versuchsweise zugrunde legen. In 
ihrer Eigenschaft als Adsorbens fiir oberflichenaktive Nichtelektrolyte steht 
die Kohle ganz einzig da. Nur ganz wenige andere Pulver haben An- 
deutungen dieser Eigenschaft (Talk, Schwefel), die meisten in dem Ruf 
guter Adsorbentien stehenden Pulver (Kaolin, Eisenoxyd, Tonerde usw.) 
adsorbieren oberflichenaktive Nichtelektrolyten auch nicht in den aller- 
geringsten Spuren. 

Auf Grund dieser Erkenntnis war es geboten, die adsorptiven Eigen- 
schaften der verschiedenen Kohlenarten miteinander zu vergleichen, denn 
die bisherigen Angaben beziehen sich alle auf Blutkohle. 


1) Lachs und Michaelis, Kolloid-Zeitschr. 9, 275, 1911; Zeitschr. f. 
Elektrochem. 17, 1 und 917, 1911. 

2) Michaelis und Rona, diese Zeitschr. 15, 196, 1908; 16, 489, 1909. 
Rona u. Michaelis, ebendaselbst 94, 240; 97, 85; 108, 19, 1920; 94, 225; 
97, 57; 102, 268, 1920; Kolloid-Zeitschr. 25, 225, 1919. 

3) H. Lachs und L. Michaelis, Kolloid-Zeitschr. 9, 275, 1911. 
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Schon einige orientierende Versuche zeigten, daB allgemein giiltige 
Angaben tiber das Adsorptionsvermégen zweier verschiedener Kohlearten 
nicht méglich sind, weil spezifische Eigenschaften der verschiedenen chemi- 
schen Substanzen hervortreten. Ganz entgegen der friiher iiblich gewesenen 
Annahme zeigte sich, da8, wenn man die zu adsorbierenden Stoffe in eine 
Reihe nach dem Grade der Adsorbierbarkeit ordnet, diese Reihe durchaus 
verschieden ist, wenn man verschiedene Kohlensorten anwendet. Es konnte 
daher nicht die Aufgabe dieser Arbeit sein, diese Frage erschépfend zu 
behandeln. Wir begniigen uns mit einigen Beispielen. 


Vergleich der Adsorptionskraft von verschiedenen Kohlensorten. 





Blutkohle Benzocsaure Zuckerkohle 


¢ Ko OgsKohle * 
(1,0 g: 100.0cem) (7°5 10,0 com) (258: 100.0.cem) 


1. | Ovtylalkohol: ' Tropfenzahl des Filtrats 

Tropfenzahl d. Ausgangslésung 

157. (Fiir Aquadest. 98)... 106 106 106 
2. Tributyrin: 

Tropfenzahl d. Ausgangslésung 

154. (Fiir Aquadest. 105) . . 115 145 145 

Adsorbierte Menge 

3. | Essigsaéure: of, of, of, 

10,0 com=n/20NaOH 20,5 cem 13,42 26,59 17,75 
4. Benzoesaure: 

gesittigte Lésung........ 30,81 47,87 45,02 
5. Aceton: | 

0,2 proz. Losung........ 16,27 | 63,61 60,92 
6. | Jod: 

n/10 J-KJ-Losung......) 74,14 73,45 — 


Wir sehen aus dieser Tabelle, da solehe Mengen von Kohle ver- 
schiedener Sorte, welche in bezug auf Oktylalkohol gleichwertig fiir die 
Adsorption sind, auch gegen einige andere adsorbierbare Stoffe gleichwertig 
oder wenigstens einigermaSen gleichwertig sind. Und zwar sind dies 
Essigsiture und Jod. Dagegen gibt es wieder andere Stoffe, bei denen 
dies nicht zutrifft. So wird Aceton von der Benzoesaéure und Zuckerkohle 
relativ viel starker als von Blutkohle adsorbiert, dagegen Tributyrin ganz 
auffallig viel sechwicher. Diese kaum zu erwartenden Befunde wurden durch 
mehrfache Wiederholung vollig gesichert. 

Ein Versuch mit einer zweiten Probe Zuckerkohle ergab: das aqui- 
valente Verhiltnis dieser Zuckerkohle zu Blutkohle, gemessen an Okty!- 
alkohol, ist .24g:1g, wie zunachst genau ausgeeicht wurde. Nunmehr 
wird je 1g Blutkohle oder je 24g Zuckerkohle pro 100ccm Lésung ver- 
wendet, und es findet sich: 





Blutkohle Zuckerkohle 


Asorbendum adsorbiert 
by 0 %o 
Outram. 6 eS 6.6 0 
0,01 n Sulfosalicylséure 26,5 0 
0,1% Pikrinséiure. . . 49,2 0 
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Die Zuckerkohle adsorbiert somit Sduren iiberhaupt nicht, nicht einmal 
Pikrinsdure. 


Untersuchen wir das Verhalten der verschiedenen Kohlenarten gegen 
organische Farbstoffe, so zeigt sich folgendes. Die Versuche wurden wieder- 
um mit solechen Mengen der verschiedenen Kohlearten ausgefiihrt, welche 
gegeniiber Oktylalkohol ,,gleichwertig‘‘ waren. 





Blutkoble ROOn manic Zuckerkohle 
(0,1 g: 100,0 ccm) 258: 10,0 ccm) (2,5 g: 100,0cem) 


Adsorbierte Menge 


0 

1. | Methylenblau (1 prom.-Lésung) 75 33 30 
2. > (0,1 prom.-Lésung) 99 98 78 
3. | Fuchsin (0,1 prom.-Lésung). . 99 97 90 
4,  Diaminoechtrot - Ammonium- 

salz (0,lprom.-Lésung) . . 99 90 83 
5. | Eosinkalium (0,1 prom.-Lésung) 97 0 0 
6. | Pikrinséure (1 prom.-Lésung) . 60 0 0 


Wir sehen aus dieser letzten Tabelle, daB Blutkohle alle untersuchten 
Farbstoffe gut adsorbiert. Benzoesiiure und Zuckerkohle adsorbiert Farb- 
stoffe erstens itiberhaupt weniger, zweitens bestehen deutliche Unterschiede 
bei den sauren und basischen Farbstoffen. Die basischen Farbstoffe werden 
deutlich adsorbiert, die sauren, Eosin und Pikrinsiure, werden iiberhaupt 
nicht adsorbiert. Diaminoechtrot gehért zu den sogenannten substantiven 
Baumwollfarbstoffen; es hat einen zwar tiberwiegend sauren Charakter, 
enthalt aber auch NH,-Gruppen. Diese Baumwollfarbstoffe verhalten 
sich auch sonst in der Farberei nicht wie die gew6hnlichen sauren Farbstoffe. 
Ohne auf die Theorie dieser besonderen Farbstoffe einzugehen, ist es doch 
interessant, daB sie gegeniiber der Zuckerkohle sich in demselben Sinne 
abweichend von den gewohnlichen sauren Farbstoffen verhalten, wie gegen- 
iiber der Baumwolle, wahrscheinlich steht das im Zusammenhang mit dem 
kolloidalen Charakter dieser Farbstoffe, wahrend Eosin und Pikrinséure 
keine kolloidalen Eigenschaften zeigen. 

Es zeigt sich also folgendes: 

1. Beziiglich der Adsorption oberflachenaktiver Nichtelektrolyte ver- 
halten sich die verschiedenen Kohlenarten oft recht gleichmaBig. Wenn 
man nun ausprobiert, welche Mengen irgend eines bestimmten Praparates 
von Blutkohle, Zuckerkohle, Benzoeséiurekohle erforderlich sind, um aus 
einer gegebenen Lésung von Oktylalkohol die gleiche Menge zu adsorbieren, 
so erhalt man zahlenmaBige Vorstellungen iiber die Aquivalenz der ver- 
schiedenen Kohlenarten gegen Oktylalkohol. So brauchten wir z. B. bei 
dem einen Priaparat 2,5 mal soviel Benzoesiurekohle als Blutkohle, um 
einen gleichen Effekt gegen Oktylalkohollésung zu erreichen. Hat man aber 
diese Zahl fiir Oktylalkohol festgestellt, so zeigt sich, daB diese, wenn auch 
nicht immer streng gleich, aber doch auffallig ahnlich, sich wiederfindet 
fiir andere oberflichenaktive und indifferente Stoffe, also gegen Aceton, 
Essigsiure (deren Dissoziation gering genug ist, um sie bei der Frage der 
Adsorption den oberflichenaktiven Nichtelektrolyten einreihen zu kénnen), 
ja sogar bei Jod; es gibt allerdings auch Ausnahmen hiervon (Tributyrin). 
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2. Beziiglich der Jonenadsorption aber verhalten sich die beiden Kohle- 
typen ganz verschieden, Blutkohle adsorbiert, wie gesagt, geeignete Kationen 
und Anionen fast gleich gut. Zucker- und Benzoesiurekohle adsorbiert 
Ionen zunachst einmal tiberhaupt wesentlich schlechter. Aber Kationen 
(Methylenblau) werden immerhin in gut meSbarer Weise adsorbiert, wahrend 
Anionen (Eosin, Pikrinsiure) nicht einmal in Spuren von dieser Kohle 
adsorbiert werden. Dies stimmt ausgezeichnet mit den Erwartungen iiber- 
ein, die man aus den oben mitgeteilten Befunden itiber die Endosmose haben 
kénnte. Blutkohle als Acidoid bindet nur Kationen, Blutkohle verhdlt sich, 
abgesehen von seiner Unldslichkeit, wie ein Ampholyt, und Zuckerkohle wie 
eine Sdure. 


Zusammenfassung. 


1. Blutkohle hat im allgemeinen in saurer Lésung eine positive, 
in alkalischer Lésung eine negative Ladung. Der isoelektrische Punkt 
wurde von mir aufs neue bestimmt und bei p, = 3,0 gefunden. 

2. Die Deutung dieser Ladung 1a8t sich in der Weise geben, dais 
die H-Ionen im allgemeinen stirker adsorbiert werden als die Anionen 
der Saure, und andererseits, daB die O H-Ionen starker adsorbiert werden 
als die Kationen der Base. 

3. Es ergibt sich nun, daB sich die Sulfosalicylsiure durch ihre 
ganz besonders starke Adsorbierbarkeit vor den anderen starken Sauren 
auszeichnet. Im Sinne der iiblichen Theorie konnte das nur dadurch 
gedeutet werden, daB die Anionen dieser Siure noch starker adsorbiert 
werden als die H-Ionen. In diesem Falle muBte Blutkohle in noch so 
starken Lésungen von Sulfosalicylsiure negativ geladen bleiben. 

4. Diese Voraussagen wurden durch Endosmoseversuche be- 
statigt und damit die Theorie der Aufladung der Kohle befestigt. 

5. Im Gegensatz zur Blutkohle laBt sich eine aus Zucker oder 
aus Benzoesiure hergestellte Kohle durch keine Siure positiv umladen. 
Blutkohle verhalt sich daher wie ein ,,Ampholytoid“, Zuckerkohle 
wie ein ,,Acidoid‘‘ im Sinne der Definition von Michaelis. 

Ganz dementsprechend adsorbiert Blutkohle saure und basische 
Farbstoffe fast gleich gut, wahrend Zuckerkohle, welche Farbstoffe 
iiberhaupt schlechter adsorbiert, nur basische, aber keine sauren Farb- 
stoffe adsorbiert. 

6. Dagegen ist das Adsorptionsvermégen dieser beiden Kohle- 
arten gegen oberflichenaktive elektroindifferente Stoffe einigermaBen, 
wenn auch nicht genau, gleichartig; der Unterschied der beiden 
Kohlearten pragt sich im wesentlichen nur gegeniiber der Ionen- 
adsorption aus. 


31° 
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Uber den EinfluB des Siuren- und Basengehalts der Nahrung 
auf die Zusammensetzung des Harns wachsender Hunde. 


Von 
Jonas Borak. 


(Aus der chemischen Abteilung des Wiener physiologischen Universitits- 
instituts. ) 


(Eingegangen am 10. November 1922.) 


I. Einleitung. 

Die vorliegende Arbeit basiert auf den Untersuchungen von Ragnar 
Berg, welcher bei der Erforschung des Zusammenhangs zwischen dem 
organischen und anorganischen Stoffwechsel zu einer Reihe von Er- 
gebnissen gelangte, die zu einigen véllig neuen Gesichtspunkten in der 
Beurteilung der qualitativen und quantitativen Zusammensetzung der 
Nahrung fiihrten’). 

Wir wissen, daB eine zweckmaBige Nahrung durch Kalorienmenge, 
EiweibB-, Fett-, Kohlehydrat- und Vitamingehalt noch immer nicht 
erschépfend charakterisiert erscheint, daB sie vielmehr auch eine ge- 
niigende Menge verschiedener Salze, denen die Bedeutung von Regu- 
latoren osmotischer Differenzen sowie eine Reihe spezifischer Funk- 
tionen zukommt, enthalten muB. 

Berg meint nun, daB den mineralischen Salzen noch in einer be- 
sonderen Richtung eine sehr erhebliche Bedeutung zufallt, die sich 
daraus ergibt, daB sie zum groBen Teile die Reaktion der Gewebe be- 
stimmen, welche auf den Ablauf der Stoffwechselvorginge von groBem 
Kinflusse ist. 

Die Anderung der Reaktion eines chemischen Milieus beeinfluBt 
in hohem Grade sowohl die Richtung der Oxydationsprozesse als auch 
die Menge der Zwischen- und Endprodukte, so daB ein Organismus 
hierdurch auf mannigfache Art betroffen werden kann. So werden 


1) Von Bergs Arbeiten seien genannt: C. Rése und R. Berg, Uber die 
Abhingigkeit des Eiwei8bedarfs vom Mineralstoffwechsel. Miinch. med. 
Wochenschr. 1918, Nr. 37. — K. Birkner und R. Berg, Untersuchungen 
iiber den Mineralstoffwechsel. Zeitschr. f. klin. Med. 1903, Nr. 77. — R. Berg, 
Untersuchungen tiber den Mineralstoffwechsel. Ebendaselbst Nr. 88. — 
R. Berg, Die Bewertung der Saéureverhialtnisse im Harn. Miinch. med. 
Wochenschr, 1917, Nr. 25. — R. Berg, Beitrage zur Kenntnis der Entstehung 
der Arthritis. Ebendaselbst 1914, Nr. 23. — Uber Bergs Arbeiten orientiert: 
Grumme, Der Zusammenhang des organischen und anorganischen Stoff- 
wechsels. Berlin. klin. Wochenschr. 1919, 8. 21. 
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EiweiBkérper bei der normalen Reaktion der Gewebe durch eine kom- 
plizierte Reihe von Zwischenstoffen hindurch zuletzt zu Ammoniak 
und Kohlensiure abgebaut, welche dann, zu Harnstoff umgeformt, 
den Organismus verlassen. Erhalt aber das Milieu, in dem sich diese 
Vorgiinge abspielen, eine Reaktion von saurem Charakter, so kommt 
es erstens nicht zum vollstaindigen Abbau der Eiwei8kérper, sondern 
es hiufen sich normalerweise noch weiter spaltbare Zwischenprodukte 
an. Zweitens wird bei der so geinderten Gewebsreaktion die Kohlen- 
siure aus ihren Ammoniumverbindungen durch andere Sauren ver- 
drangt, so daB eine vermehrte Ausscheidung von Ammoniak und eine 
Verminderung der Harnstoffausfuhr im Harne resultiert. 

Diese Erscheinungen sind als Symptome einer Sdurevergiftung 
langst schon bekannt. Berg sucht nun nachzuweisen, da sie nicht nur 
durch kiinstliche Einfiihrung groBer Mengen freier anorganischer Sauren, 
sondern auch durch die in der physiologischen Breite unserer téaglichen 
Erndhrung liegenden Schwankungen des anorganischen Salzgehalts unserer 
Nahrung hervorgerufen werden kénnen und tatsichlich die unver- 
meidliche Folge unserer iiblichen Ernahrungsweise darstellen. Der 
Harn eines zweckmaBig ernihrten Menschen diirfte nach Berg vielleicht 
iiberhaupt nicht sehr wesentliche Mengen anderer Stickstoffverbin- 
dungen enthalten als Harnstoff!) oder was damit Hand in Hand geht, er 
miiBte als Ausdruck normaler Gewebsreaktion stets ,,alkalisch“ reagieren. 

Berg gibt ferner zu bedenken, daB die mineralischen Salze in 
unserer Nahrung mit Ausnahme des Kochsalzes fast nie in ionisierbarer 
Form vorkommen, sondern stets in hochmolekularen, nicht ionisier- 
baren organischen Verbindungen enthalten sind und da durch sie auch 
das Schicksal der mit ihnen verbundenen organischen Nahrungs- 
bestandteile mitbestimmt wird. Berg geht hierbei auf die von Sal- 
kowski®) hervorgehobene Tatsache zuriick, daB anorganische Siuren 
den Ké6rper stets in Form von gesittigten, anorganischen Salzen ver- 
lassen und daB, wenn dem Organismus zu ihrer Sattigung nicht geniigend 
anorganische Basen zur Verfiigung stehen, er die nétigen Alkalimengen 
aus dem eigenen Bestande abbauen mu, um die Siiuren zu neutrali- 
sieren. Hiermit aber, meint Berg, ist ein Abbau des eigenen Eiweibes 
verbunden. Abgesehen davon, da dies zu verschiedenen Stoffwechsel- 
stérungen Veranlassung geben kann, ist aus diesem Grunde mit einer 
vorwiegend sauren Nahrung auch ein erhéhter EiweiBbedarf verbunden. 
Daraus zieht Berg den SchluB, daB in einer zweckmaBigen Nahrung 


1) So hei®t es an einer Stelle: ,,Es ist tiberhaupt die Frage, ob der 
Mensch bei vom ersten Anfang an dauernder gesunder Nahrung und im 
iibrigen gesunder Lebensweise jemals Harnsiure produzieren wiirde™. 
Miinch. med. Wochenschr. 1914, 8S. 1278. 

2) Salkowski, Virehows Arch. 1873, 8. 23; 1871, S. 214. 
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anorganische Salze von alkalischem Charakter iiberwiegen sollen, was 
eine Herabsetzung des Eiweibbedarfs zur Folge hat. 

Berg ist zu diesen Ergebnissen auf Grund jahrelanger Versuche gelangt, 
die er zum Teil mit Rése und Birkner ausgefiihrt, aber bis jetzt nur auszugs- 
weise verOffentlicht hat. Theoretische und experimentelle Ansitze fiir die 
von Berg vertretenen Ansichten lassen sich schon in der alteren physio- 
logischen Literatur finden. So hat Forster!) zuerst Versuche angestellt, aus 
welchen hervorging, daB mit salzarmer Nahrung gefiitterte Tiere kiirzer lebten 
als Kontrolltiere, die ceteris paribus salzreicher ernahrt wurden. Bunge*) hat 
auf Grund rein theoretischer Uberlegungen Forsters Versuche so gedeutet, 
daB es sich hierbei um Neutralisierung des in den zugefiihrten EiweiBkérpern 
stets vorhandenen Schwefels, welcher im Organismus zur Schwefelsaiure oxy- 
diert wird, durch kérpereigene Basen handle. Diese Deutung hat Lunin *) 
experimentell bestatigen kénnen, indem er zeigte, daB sich die Lebens- 
dauer der salzarm ernahrten Tiere durch Zufuhr von Soda verlingern lieB. 

Im AnschluB an Berg sind dann einige Arbeiten entstanden, in welchen 
zu den von ihm aufgerollten Problemen Stellung genommen wird. Wir 
erwihnen die Arbeiten von Jansen*) und von Fuhge*), welche auf Grund 
von Versuchen an Erwachsenen und an Kindern Bergs Ergebnisse zum 
Teil bestaétigen konnten, zum Teil ablehnen muBten °). 

Wir haben die von Berg angeregten, sowohl theoretisch inter- 
essanten, als auch praktisch bedeutsamen Probleme auf die Weise in 
Angriff genommen, da wir zum Unterschiede von den genannten 
Autoren nicht an Menschen, sondern an Hunden entsprechende Stoff- 
wechselversuche angestellt und uns hierbei, um das eigentliche Problem 
in voller Reinheit hervortreten zu lassen, keiner Zulagen zur Nahrung 
in Form von basischen oder sauren Salzen bedient haben, sondern 
ausschlieBlich den EinfluB studierten, den eine Kost ausiibt, je nachdem 
in ihr saure oder basische Salze iiberwiegen. 


Il. Methodisches. 

Unsere diesbeziiglichen Versuche zerfallen in zwei Abschnitte. 
Im ersten Versuchsabschnitt stand uns ein Hund zur Verfiigung, den 
wir zuerst auf eine Kost mit einem Uberschu8 an basischen Mineral- 
salzen (,,basische Versuchsperiode’’) und sodann auf eine solche mit 
SauretiberschuB (,,saure Versuchsperiode‘) setzten. Im zweiten Ab- 
schnitt experimentierten wir mit zwei Hunden von gleichem Wurf, 
somit gleichen Alters, von denen der eine auf basische, der andere auf 
saure Kost gesetzt wurde. 


Die Hunde waren 5 bzw. 7 Wochen alt, ein Umstand, der den Bergschen 
Voraussetzungen fiir eine rasche Durchfiihrung der Versuche am besten 


1) Forster, Zeitschr. f. Biol. 9, 334. 

2) Bunge, ebendaselbst 10, 130. 

8) Lunin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 1881. 

4) Jansen, Zeitschr. f. klin. Med. 88, 1919. 

5) Fuhge, Arch. f. Kinderheilk. 1922. 

6) Siehe auch v. Noorden, Allgemeine Ernahrungslehre 1, 75. 




















as 

















KinfluB des Sauren- und Basengehalts der Nahrung usw. 483 


entsprach. Nach Berg') sind namlich sowohl die Dauer der Versuche, 
als auch die Anfangsergebnisse sehr stark von der gewohnten Ernihrungs- 
weise des Versuchsobjekts abhingig. Werden die Versuche mit Menschen 
unternommen, so muB, da die menschliche Nahrung in der Regel einen 
Uberschu8 von sauren Salzen enthilt, zuerst eine sehr lange, einige Wochen 
wiahrende Vorversuchsperiode vorausgeschickt werden, bevor die eigentliche 
,.basische Periode“ eingeleitet werden kann. Bei jungen, nur mit Milch 
(die einen geringen Uberschu8 an Alkalisalzen aufweist) vorernihrten 
Hunden, deren Organismus, um sich eines Ausdrucks von Berg zu be- 
dienen, noch nicht ,,iibersiuert* ist, entfiel nun die Notwendigkeit einer 
langeren Vorversuchsperiode, was die Versuche iibersichtlicher und weniger 
zeitraubend gestaltete. 

Unsere Versuchsperioden, wahrend welcher sich die Hunde auf eine 
bestimmte Kostart einstellten, dauerten in der Regel acht Tage. 

Als Grundlage fiir die Berechnung des Mineralgehalts der in An- 
wendung gebrachten Nahrungsmittel dienten uns die von Berg ver- 
éffentlichten Aschenanalysen*). Berg fihrt den mineralischen Gehalt 
der Nahrungsmittel nicht nur in Form einzelner Nahrungsbestandteile 
in Milligrammen an, also basische Elemente, wie Na, K, Ca, NH, usw. 
bzw. saure wie 8, P, Cl, sondern stets auch den UberschuB, den jedes 
Nahrungsmittel an Bestandteilen der einen Gruppe tiber die Aquivalente 
Menge der anderen Gruppe enthalt. Es wird also von einem Nahrungs- 
mittel, z. B. 100 g Roggenmehl, angegeben, daf es einen Siureiquivalent- 
iiberschuB von 16,5 mg enthalt. Es ist somit das Roggenmehl als saures 
Nahrungsmittel anzusehen. Der Unterschied zwischen saurer und 
basischer Ernahrung fallt nicht mit dem von animalischer und vege- 
tabilischer zusammen; denn, wenn die animalischen Produkte auch 
in der Regel einen Siureiiberschu8 aufweisen, so sind doch sehr viele 
vegetabilische Produkte, wie eben alle Mehlarten, vorwiegend sauren 
Charakters. Fiir eine zweckmabige Nahrung eines erwachsenen Menschen 
fordert Berg einen Uberschu8 von etwa 25 mg an basischen Bestand- 
teilen iiber die aiquivalente Menge saurer Bestandteile in der Tages- 
nahrung. Wir fiihrten unseren Versuchstieren in der basischen Er- 
nihrungsperiode einen Uberschu8 von etwa 18 bis 20 mg-Aquivalenten 
basischer Salze in der Tagesnahrung und in der sauren Periode einen 
ungefahr gleich groBen UberschuB an sauren Salzen taglich zu. Kiner 
Anregung von Berg folgend, verabfolgten wir den Hunden das Gemiise 
stets zusammen mit dem Wasser, in dem es gekocht wurde, um so 
Verluste an anorganischen Salzen zu vermeiden. 

Von basischen Nahrungsmitteln verabreichten wir: Milch, Kar- 
toffeln und Karotten bzw. Sojabohnen*), von sauren: Kuttelfleck, 
Roggenbrot, Roggenmehl. 

1) Miinch. med. Wochenschr. 1918, Nr. 37. 


2) Berg, Die Nahrungs- und GenuSmittel. 1913. 
3) Vgl. Ludwig Berczeller, Wien. klin. Wochenschr. 43, 921. 
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Der Stickstoffgehalt der Nahrung, den wir an wiederholten Stich- 
proben nach Kjeldahl bestimmt haben, betrug etwas mehr als 0,7 g 
pro Kilogramm des Koérpergewichts, und entsprach somit etwa 4,3 g 
EiweiB taglich, welche Menge auch fiir einen wachsenden Organismus 
als geniigend angesehen werden mu. Bei jedem Nahrungsmittel be- 
stimmten wir auch den Wassergehalt, um den Tieren eine stets gleiche 
Menge Fliissigkeit zuzufiihren. Da uns in erster Linie der Eiweibstoff- 
wechsel beschaftigte, bestimmten wir nicht selbst den Kohlehydrat- 
gehalt der Nahrungsmittel, schitzten ihn aber stets nach den bekannten 
Tabellen von Schall und Heisler). 


Die Tiere befanden sich wahrend der ganzen Versuchsdauer in den 
bekannten Versuchskifigen, welche ein quantitatives Auffangen des Harns 
erlaubten. Zur Hintanhaltung von Giarungsvorgingen wurde das Sammel- 
gefaB tiglich mit einer Mischung von Chloroform und Toluol versetzt; 
auBerdem war es zwecks Fernhaltung etwaiger Verunreinigungen mit 
einem mit Filterpapier bedeckten Trichter versehen. 


Vom Tagesharn wurden tiglich die Mengen und Rezktion bestimmt. 


Die Reaktion bestimmten wir nach den Vorschriften von Naegeli*), 
also die Aziditiét mit Phenolphthalein als Indikator gegeniiber einer 
n/10 Natronlauge und die Alkaleszenz mit Alizarin als Indikator gegeniiber 
einer n/10 Schwefelsiure. Mit Riicksicht darauf, daB die Bestimmung 
der Harnbestandteile nicht taglich erfolgte, sind in den nachfolgenden 
Tabellen auch nicht die taglichen Harnmengen und Titrationswerte, sondern 
bloB Durchschnittszahlen fiir die entsprechenden Zeitriume angegeben. 

Im Mischharn von mehreren Tagen bestimmten wir: Gesamtstickstoff, 
Harnstoff, Ammoniak, Aminosduren und Kreatinin. Harnsiiurebestimmungen 
kommen beim Hunde als wesentlich nicht in Betracht. 

Der Stickstoffgehalt wurde nach Kjeldahl bestimmt. Harnstoff nach 
der Urease-Methode*), Ammoniak im ersten Versuchsabschnitt nach Folin ‘*), 
im zweiten nach Kriiger-Reich-Schittenhelm*), an welche sich gleich die 
Aminosiurenbestimmung nach Sérensen*) anschloB. Kreatin und Kreatinin 
wurden nach Folin*) mit Hilfe des Dubosqueschen Kolorimeters bestimmt. 


1) Schall und Heisler, Nahrungsmitteltabellen, 2. Aufl. 

*) Analyse des Harns, 11. Aufl. des Newbauer-Huppertschen Lehr- 
buchs, 1, 143, 1910. 

3) Da die von uns angewandte Modifikation der Methode sehr einfach, 
aber nicht geniigend bekannt ist, sei sie naher beschrieben. 20g Soja- 
bohnenmehl + 100 cem Wasser werden nach fiinfstiindigem Stehen filtriert, 
das Filtrat aa mit Glycerin versetzt (s. Jansen, Ber. ii. d. ges. Physiol. 2, 
202, 1915), 10 cem dieser Lésung werden mit 100 cem Harn und 90 ccm 
Wasser in den Brutofen gestellt, nachdem vorher die native Harnalkaleszenz 
gegentiber Methylorange bestimmt wurde. Nach 24 Stunden wird neuerlich 
die Alkaleszenz bestimmt und aus der Differenz die Menge des aus Harn- 
stoff gebildeten Ammoniaks berechnet. Niheres s, Fiirth, diese Zeitschr. 
60, 452, 1915. 

4) C. Neuberg, Der Harn, 1, 579, 631, 1911; Neubauer-Huppert, |. c., 
1, 531, 644, 679. 
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Durchschnittswerte aus der basischen und sauren Ernaihrungsperiode. 


Erster Versuchsabschnitt. Zweiter Versuchsabschnitt. 





—s 








Basische Ers Saure Er. Basisch Saue 
nahrungs- nahrungs- | ernabrter | ernahrier 
periode periode | Hund Hun 
(+ 19mg (— 88,2 mg (+ 17 mgs | (— 18,2: 
Aquivalent.) Aquivalent.) Aquivalent. ) Aquivale it 
Versuchsdauer 40 Tage 40 Tage | Versuchsdauer 26 Tage | 26 Taye 
Gewichtszunahme . 260 g 810 g | Gewichtszunahme. 510g | 880 
Nahrungs-N pro Nahrungs-N pro 
kg Korpergewicht . 0,72 g 0,74 ¢ kg Korpergewicht . 0,74 g 0,74 g 
N-Gehalt d. Nahrung 1,08 g 130g | N-Gehalt d. Nahrung 2,29 g 137 ¢ 
N-Gehalt des Harns 0,45 g 117g | N-Gehalt des Harns 0,86 g 1,08 ¢ 
Harn-N " a Harn-N ative; 
Nahrungs-N atte | © le | rena 30 tle 
Harnstoff-N 87,8°/,  70,1°/, | Harnstoff-N 82,4 9/ 67,8 ° 
Ammoniak-N . 5,8°/,  11,6°/, | Ammoniak-N 5,7 oj 13,4 ° 
Avanos 3,4 °/, 4,1°/, | Amino-N. . 3,5 9/4 3.6 °F, 
Gesamtkreatinin-N 1,2°/y 2,2 °/y Gesamtkreatinin-N 12°), 0,8 ° 
Rest-N . . 28°, | 12 °%/, | Rest-N. . 7,2°/, | 16,2°), 
Wassergeh. aN abrung 530cem 520cem Wassergeh. d. Nahrung 400cem 400cem 
Harnmenge. . . 375 , 309, Harnmenge. . . 280 =, 240 
Harnmenge anaes , Harnmenge —. ‘ 
Wassergeh.d.Nahrung WEN, | Ae Wassergeh.d.Nahrung 70°/, | @ °/, 
Harnaziditét in cem Harnaziditat in cem 
n/l10NaOH . 3,3 °/9 5,9 °/, n/l10NaOH . 2°), 49°), 
Harnalkaleszenz in Harnalkaleszenz in 
eem n/10H, SO, . 42,.2°/, | 35,2°/, eemn/10H, SO, . SS, | H °°, 


IV. Erérterung der Versuchsergebnisse. 
Aus den mitgeteilten Tabellen ergeben sich nachfolgende Unter- 
schiede zwischen einem vorwiegend basisch und einem vorwiegend 
sauer ernihrten Hunde. 
Der mit einer Nahrung von saurem Charakter genihrte Hund zeigt 


eine grébere Gewichtszunahme als in der Versuchsperiode, in welcher die 
Nahrung einen mehr basischen Charakter hatte. Auch von den beiden 
Hunden des zweiten Versuchsabschnitts, von welchen der eine vor- 
wiegend sauer, wihrend der andere zu gleicher Zeit vorwiegend basisch 
ernihrt wurde, weist der sauer ernihrte eine relativ bedeutendere 
Zunahme des Kérpergewichts als der basisch ernahrte auf. 

Suchen wir den Ursachen fiir diese Differenz nachzugehen, so 
finden wir, daB sie nicht durch den verschiedenen Stickstoffgehalt der 
Nahrung bedingt sein kann; denn, obzwar die absoluten Mengen des 
Nahrungs-N schwankten, so war doch die pro Kilogramm des 
Koérpergewichts berechnete Stickstoffmenge nahezu vdllig konstant. 

Der Unterschied kann auch nicht durch eine etwa verschieden 
groBe N- Retention im Organismus bedingt sein, denn diese verhilt 
sich gerade umgekehrt wie die Gewichtsverinderungen. Bei basischer 
Ernahrung scheidet der Hund verhialtnismaiBig weniger N aus (im 


4 
; 
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ersten Versuchsabschnitte 41%, im zweiten 39°, des Nahrungs-N) 
und halt somit relativ mehr Stickstoff zuriick als bei saurer Nahrung, 
bei welcher 90°, des Nahrungs-N im ersten bzw. 77% im zweiten 
Versuchsabschnitt im Harne ausgeschieden wurden. 

Es kann dieser Umstand vielleicht als Bestitigung der Bergschen 
Ansicht von der Verschiedenheit des EiweiBbedarfs bei verschiedenem 
Mineralgehalte der Nahrung hingestellt werden, denn die Annahme 
wird hierdurch wahrscheinlich, daf zur Erzielung eines N-Gleichgewichts, 
woran bei unseren jungen, im Wachstum begriffenen Tieren nicht 
gedacht werden konnte, bei vorwiegend saurer Kostform mehr Stickstoff 
nétig sein diirfte, als dies bei basischer Kost der Fall ist. 

Auch in verschiedenem Kohlehydratgehalt der Nahrung kann nicht 
der Grund fiir die auffiallige Differenz erblickt werden. Denn ihre 
eiweiBsparende Wirkung mag allenfalls in der eben hervorgehobenen 
gréBeren N-Retention des basisch ernihrten Hundes, dessen Nahrung 
auch etwas kohlehydratreicher war, zum Ausdruck gekommen sein — 
fiir die Gewichtszunahme kann dieser Unterschied nicht mabgebend 
gewesen sein, denn diese war bei dem kohlehydratarmer ernahrten 
Tieren der saueren Versuchsperioden gréfer. 

Auf Grund unserer Versuche kénnen wir dafiir nur die verschiedene 
Wasserretention verantwortlich machen. Bei saurer Erndhrung schied 
der Hund des ersten Versuchsabschnitts bei gleicher Fliissigkeits- 
zufuhr trotz des inzwischen erfolgten Wachtstums weniger Harn aus 
als in der vorangegangenen basischen Versuchsperiode (59,2°, der 
eingenommenen Fliissigkeit in der sauren, gegeniiber 70,2% in der 
basischen Periode). Auch im zweiten Versuchsabschnitte liegen die 
Verhaltnisse ahnlich: Der basisch ernihrte Hund schied etwa 70%, 
der sauer ernaihrte nur etwa 60% der eingenommenen Fliissigkeit 
mit dem Harne aus. Trotzdem der sauer ernihrte Hund zu Beginn 
der Versuche um mehr als ein halbes Kilogramm an Gewicht hinter 
seinem Zwillingsbruder zuriickgestanden war, war am Schlusse der 
Versuchsperiode das Gewicht der Tiere nur wenig verschieden. Es ist 
dies um so auffallender, als der basisch ernihrte Hund, wie iibrigens 
auch der Hund des ersten Versuchsabschnitts, wihrend seiner basischen 
Ernahrungsperiode relativ mehr Stickstoff retiniert hatte und tiberdies 
durch einen etwas gréBeren Kohlehydratgehalt der Nahrung auch 
quantitativ besser ernihrt worden war. 

Die Gewichtszunahme durch Wasserretention ist eine den Physiologen 
und insbesondere auch den Padiatern wohlbekannte Tatsache. So _ be- 
richten Voit und Bischof!) iiber einen Hund, der bei 41 tagiger ausschlieB- 
licher Broternihrung im Harn eine N-Menge entsprechend 3717 g Fleisch 
ausgeschieden und hierbei nur 531 g abgenommen hat. Vozt gibt ferner an, 


1) Voit, in Hermanns Handb. d. Physiol. 6 (1), 347. 
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daB bei zwei Katzen, welche langere Zeit ausschlieBlich mit Brot gefiittert 
worden waren, die Muskeln und das Gehirn einen um 3 bis 4% héheren 
Wassergehalt zeigten als die entsprechenden Organe von Kontrolltieren’). 

Auch seitens der Padiater liegen Untersuchungen vor, welche den 
groBen Einflu8 der Wasserausscheidung auf die Gewichtsverhaltnisse dar- 
tun. Wir erwahnen die Arbeiten von Tobler*), Weigert*), Lederer *). 

Nun ist es bekannt, daB durch bloBe Zufuhr von Fliissigkeit keine Reten- 
tion erzielt werden kann, sondern daB Nahrungsbestandteile vorhanden 
sein miissen, die das Wasser binden, so daB durch deren Retention im 
K6rper auch das Wasser zuriickbehalten wird. Bei vollstandigem Hunger 
kommt es nicht zur Wasseranreicherung'). 

Die Ansichten iiber die atiologischen Faktoren, welche bei der Wasser- 
retention in Betracht kommen, gehen aber auseinander. 

Rubner®) stellte das Wasserausscheidungsvermégen in eine gewisse 
antagonistische Beziehung zur Fettablagerung im Korper, so daB eine fett- 
arme Nahrung zu einer staérkeren Wasserretention fiihre als eine fettreiche. 

In einem gewissen Gegensatz dazu glaubte Voit’) eine vermehrte 
Wasserretention auf einen besonderen Kohlehydratreichtum der Nahrung 
zuruckfiihren zu sollen. 

Nach Freund*) sind jedoch die Salze der Nahrung in erster Linie fiir 
das Zuriickbleiben des Wassers im Organismus mafSgebend. 


Aus unseren Versuchen la8t sich vielleicht der Schlu8 ableiten, 
dap Salze von saurem Charakter in héherem Mafe retinierend wirken, 
als solche basischer Natur, welche Annahme durch anderweitige patho- 
logische Erfahrungen bis zu einem gewissen Grade gestiitzt wird. 

So wissen wir, da8.Kaninchen durch Zufuhr gréBerer Saure- 
mengen fast anurisch werden®). Da das Uberwiegen der sauren Salze 
in der Nahrung auch sonst gewissermaBen im kleinen die Verhiltnisse, 
die bei der Siurevergiftung bestehen, nachbildet, so ist unser Ergebnis, 
nimlich die durchschnittlich geringere Tagesharnmenge bei saurer 
Ernahrung, vielleicht gleichsinnig zu deuten. 

So heiBt es auch bei Fiirth: ,, Die Sdéurebildung und die durch dieselbe 
bewirkte Quellung ist als eines der Momente, welche bei der Fliissigkeits- 
retention in den Geweben mitwirken, in Betracht zu ziehen!®)*. 

Es ist denn auch méglich, daB die oben mitgeteilten Versuche von 
Voit, bei welchen einseitige Broternéhrung zur Wasserretention fiihrte, auf 
das Uberwiegen saurer Salze im Brot (vgl. 8. 483) zuriickzufiihren sind. 


1) Le, 8S. 348. 

2) Tobler, Jahrb. f. Kinderheilk. 78, 56, 1911. 

8) Weigert, ebendaselbst 61. 

4) R. Lederer, Zeitschr. f. Kinderheilk. 10. 

5) Voit, 1. c., 8. 348. 

6) Rubner, in Leydens Handb. d. Ernahrungstherap. 1. 

7) Vott, l.c. 

8) Freund, Jahrb. f. Kinderheilk. 59, 1904. 

®) K. Spiro, Beitr. z. chem. Phys. u. Path. 1, 270; H. Elias, Zeitschr. 
f. Biol. 48, 1913. 

0) Fiirth, Probleme d. physiologischen u. pathologischen Chem. 1, 256. 
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Vielleicht sind auch die als ,, Mehlndhrschdden‘* von den Pidiatern 
‘aufgefaBten hydropischen Fliissigkeitsansammlungen im Bindegewebe 
und hypertonischen Quellungszustiinde der Muskulatur, zum Teil 
wenigstens, auf den sauren Charakter der Mehle zuriickzufiihren'). 

Andererseits mag vielleicht mit dem alkalischen Charakter vieler 
Vegetabilien, z. B. der Kartoffel, ihre Verwendung als Diuretica, ins- 
hesondere auch bei Nierenkrankheiten im Zusammenhang stehen®). 

Will man sich die physikalisch-chemischen Vorginge bei der durch 
Saéuren bewirkten Wasserretention theoretisch zurechtlegen, so kann man 
sich dariiber vielleicht folgende Vorstellung bilden: Zur Wahrung der 
neutralen Reaktion kommen neben verschiedenen Puffersalzen (wie den 
einfach und mehrfach basischen Alkalicarbonaten und -phosphaten) aller 
Wahrscheinlichkeit nach auch die Aminogruppen der EiweiBkérper in Be- 
tracht, welche als Amoniakreste neutralisierend zu wirken vermégen. 

Sobald aber ein EiweiBmolekiil sich mit einem Saureradikal beladen 
hat, erhalt es, wie aus den Arbeiten W. Paulis und anderer zur Geniige 
hervorgeht, eine elektrische Ladung, wird ionisiert und gerit, indem es sich 
mit einer Hiille von Wassermolekiilen beladt, in einen Zustand der Quellung. 

Was die sonstigen Unterschiede in bezug auf die Higenschaften 
und Zusammensetzung des Harns unserer Versuchstiere anbelangt, so 
finden wir diesbeziiglich iibersichtlichere Verhaltnisse. Der Harn des 
sauer ernihrten Hundes zeigt im ersten und im zweiten Versuchsab- 
schnitte einen héheren Aziditdts- und geringeren Alkaleszenzgrad als der 
des basisch ernihrten. Es sinken die Azidititswerte bei basischer Kost, 
wahrend zugleich die Alkaleszenzwerte ansteigen. Dreimal fanden wir 
den Harn unserer Hunde bei basischer Ernihrung sogar gegeniiber 
Phenolphthalein alkalisch. In der Regel war zwar der Harn dem ge- 
wohnlichen Lackmuspapier gegeniiber sauer, dagegen reagierte er gegen - 
iiber einer neutralen reinen Lackmuslésung, wenn die Nahrung einen 
BaseniiberschuB enthielt, meist schwach bis deutlich alkalisch*). 

Die Ergebnisse beziiglich der Verteilung des Harnstickstoffs ent- 
sprechen vollstindig den Mitteilungen von Berg. Es tritt eine ganz 
auffallige Verschiebung in den Mengenverhiiltnissen der verschiedenen 
N-haltigen Harnbestandteile zutage, wenn sie auch in unseren Ver- 
suchen nicht so hochgradig ist, wie sie von Berg und von Fuhge an- 
gegeben worden ist, bei Fuhge allerdings unter dem EinfluB von sauren 
Salzen, welche der Nahrung zugesetzt worden waren‘). Aber auch 


1) Lederer, 1. c., S. 466. 

2) F. Vidal u. A. Lemierre, Ergebn. d. inn. Med. u. Kinderheilk. 10. 

3) Berg, Miinch. med. Wochenschr. 1917, 8. 25. 

4) Nach Berg kann der Harnstoffgehalt bis auf die Halfte sinken (I. c.). 
Fuhge fand bei Kindern unter dem Einflu8 von 3g Calcium chloratum 
bis 26% Ammoniak (I. c., S. 303). Noch unveréffentlichte Versuche an 
Hunden, die in diesem Laboratorium von C. Ausenda ausgefiihrt worden 
sind, sprechen im gleichen Sinne. 
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unsere Tiere zeigen ganz deutlich den eminenten EinfluB des verschiede 
gearteten Mineralgehalts der Nahrung auf die Verteilung des Hai 
stickstoffs. 

Bei basischer Erndhrung entfallen in unserem ersten Versuchs- 
abschnitte 87,8 %, im zweiten 82,4 °%, des gesamten Harn-N auf Harnstoff 
und nur 4,8 °% im ersten bzw. 5,7 % im zweiten Versuchsabschnitte auf 
Ammoniak. Vollig andere Werte finden wir diesbeziiglich bei sawrer 
Erndhrung. Unter dem EinfluB einer solchen Kost sank im ersten 
Versuchsabschnitte der Harnstoff-N auf 70,1°%, wihrend zugleich der 
Ammoniak-N eine Steigerung auf 11,6 erfuhr. Der sauer ernihrte 
Hund des zweiten Versuchsabschnitts weist ebenfalls eine gleichsinnige 
Veranderung der diesbeziiglichen Werte auf. In seinem Harne macht 
der Harnstoff-N nur 67,8°%, dagegen der Ammoniak-N 13,4°% des 
gesamten Harn-N aus. 

Nicht so eindeutig liegen die Verhiltnisse beziiglich des Amino-N, 
der nach Berg bei saurer Ernihrung auf Kosten des Harnstoffs ebenfalls 
zunehmen soll. Im ersten Versuchsabschnitte fanden wir bei basischer 
Ernihrung 3,4%, bei saurer 4,1°%. Diese geringfiigige Differenz ver- 
schwand aber fast vollstindig im zweiten Versuchsabschnitte, in welchem 
sich 3,5°% bei basischer, 3,6° bei saurer Kost fanden. 

Auch die Verinderungen des Kreatinin-N lassen eine Eindeutigkeit 
vermissen. Priformiertes Kreatin enthielt der Harn unserer Hunde 
iiberhaupt nur in kaum nachweisbaren Spuren, das Wesentliche war 
stets das durch Hydrolyse gewonnene Kreatinin. Seine Beteiligung 
am Gesamtstickstoff des Harns war aber schwankend. Im ersten 
Versuchsabschnitte iiberwog das Kreatinin des sauren, im zweiten wies 
dagegen der basisch ernihrte Hund mehr Kreatinin auf. 

Fassen wir die Ergebnisse unserer Versuche zusammen, so ergibt 
sich aus ihnen folgendes: 

1. Beim Uberwiegen saurer Salze in der Nahrung erfolgt, vermutlich 
infolge stirkerer Wasserretention eine bedeutendere Gewichtszunahme 
als bei vorwiegend basischer Ernahrung. 

2. Bei gleichem Nahrungs-N verlauft die Stickstoffausscheidung im 
entgegengesetzten Sinne wie die Wasserausscheidung, sie ist niedriger 
bei basischer als bei saurer Ernahrung. 

3. Die N-Verteilung im Harne‘erleidet unter dem Einflusse ver- 
schieden gearteter Mineralsalze in der Nahrung eine weitgehende Ver- 
schiebung. Bei basischer Ernahrung weist der Harn verhaltnismabig 
mehr Harnstoff und weniger Ammoniak auf als bei saurer. Parallel 
damit geht eine Anderung der Harnreaktion vor sich; je alkalischer der 
Harn ist, um so harnstoffreicher und ammoniakirmer ist er zugleich. 
Umgekehrt liegen die Verhiiltnisse bei zunehmender Aziditat. 
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Die quantitative Analyse der Knochenasche bei 
Kriegsosteopathie. 


Von 
Wilhelm Loll. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat 
und der ITI. medizinischen Abteilung des Kaiser-Franz-Josef-Spitals in 
Wien.) 


(Eingegangen am 10. November 1922.) 


Im letzten Kriegsjahre und in den beiden folgenden Jahren kamen 
in Wien eine grobe Anzahl von Knochenerkrankungen zur Beobachtung, 
die in ihren klinischen Erscheinungen lebhaft an die Osteomalacie 
erinnerten. Am 20. Februar 1919 fand in der Gesellschaft fiir innere 
Medizin und Kinderheilkunde in Wien eine Aussprache iiber diese Er- 
krankung statt, bei welcher H. Schlesinger den einleitenden Vortrag 
hielt!). Seitdem hérten wir auch aus dem Reiche, insbesondere aus 
den gréBeren Stidten, daB auch dort diese Knochenerkrankung mehr 
oder minder gehauft auftrete, wenngleich es den Anschein hat, dab 
Wien den traurigen Vorzug genieBt, auf besonders viele und schwere 
Fille dieser Art hinweisen zu kénnen. 

Kin Zusammenhang der Osteopathie mit dem Ernahrungselend, 
unter dem zu dieser Zeit die breitesten Schichten der Bevélkerung 
in beispielloser Weise gelitten hatten, steht wohl auBer jeder Frage. 
Die Pathogenese jedoch liegt noch im Unklaren, man ist derzeit iiber 
Hypothesen noch nicht hinausgekommen. 

Um nun in das Wesen der Erkrankung Einblick zu gewinnen, 
schien es uns vor allem notwendig, die chemische Zusammensetzung der 
Knochenasche kennen zu lernen. Insbesondere handelte es sich darum, 
die Relation der Hauptbestandteile des anorganischen Stiitzgewebes 
CaO, P,O,; und MgO kennen zu lernen, um Abweichungen von der Norm 
festzustellen; auch sollten die gefundenen Werte mit den bereits be- 
kannten Zahlen, welche bei der Vorkriegsosteomalacie und Rachitis 
gefunden worden waren, in Vergleich gestellt und derart Kinblick 
gewonnen werden, ob — in chemischer Beziehung — ein Parallelismus 
oder doch eine Analogie zu den letzterwaihnten Erkrankungen besteht. 


1) Wien. klin. Wochenschr. 1919, Nr. 10. 
Biochemische Zeitschrift Band 135. 32 
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Schon die bloBe Betrachtung der erkrankten Knochen zeigte uns, 
daB die absolute Menge der Knochensubstanz stark verringert ist. 
Zweifellos handelt es sich in diesen Fallen auch um eine Verschiebung 
der Relation zwischen anorganischen und organischen Bestandteilen, 
ahnlich wie dieselbe bei anderen Knochenerkrankungen vielfach ge- 
funden worden ist. Wir verweisen diesbeziiglich auf die Angaben von 
H.G. Wells): Bei der Osteomalacie ist das Verhiltnis der anorganischen 
Salze im Knochen auf 20 bis 40% reduziert gegeniiber 56 bis 60°, im 
normalen Knochen der Erwachsenen; bei der Rachitis betragen die 
anorganischen Bestandteile 19 bis 34% gegeniiber 64 bis 65° im 
normalen Knochen der Kinder. Nach Gassmann?) ist der Unterschied 
allerdings kein so gewaltiger. Er fand 57 bis 58 %% anorganische Substanz 
im getrockneten Knochen gegeniiber 62 bis 63° in der getrockneten 
Knochensubstanz normaler Kinder. Bei einem von uns daraufhin 
untersuchten Falle fanden wir die anorganischen Bestandteile bei 
Beckenknochen und Rippen auf 52,37 bis 56,25 °% vermindert. 

Unsere Untersuchungen erstreckten sich auf vier Fille schwerer 
Kriegsosteopathie, von welchen Rippen, Becken und Tibia gesondert 
der Untersuchung zugefiihrt wurden. Der Kontrolle halber wurden in 
allen Fallen Doppelanalysen angestellt. 


I. Klinisches und Obduktionsbefund. 
Aus Klinik und Obduktionsbefund sei hier nur so viel mitgeteilt, 
als zur Charakterisierung der Skeletterkrankung notwendig erscheint. 


A. M. P., 44 Jahr, aufgenommen 11. Mai 1920, gestorben 27. Mai 1920. 
Seit etwa 1 Jahr stechende Schmerzen in Rippen und Brustbein, geringere 
in den Hiiften. In letzter Zeit haben die Schmerzen derart zugenommen, 
dai Patientin bettligerig wurde. Seit Januar 1920 Amenorrhé, starke 
Abmagerung. 

Hochgradig abgemagerte Patientin, intensive Druckempfindlichkeit 
des Sternums und der Rippen, letztere besonders bei seitlicher Kompression. 
MaBige Kyphose der Brustwirbelsiule. Das Becken zeigt Symphysen- 
schnabel, ist bei seitlicher Kompression stark druckempfindlich, es besteht 
Adduktorensperre. Tibien nur ganz leicht klopfempfindlich. 

Obduktionsbefund: MaBige Kyphose der Brustwirbelsiule. Die Rippen 
und das Sternum sind briichig und weich, fiir die Schere leicht schneidbar. 
Symphysenschnabel. 

B. Th. B., 53 Jahr, aufgenommen 15. Mai 1920, gestorben 20. Mai 1920. 

Seit etwa 1 Jahre Schmerzen in den Hiiften, in Schultern und Rippen. 
Seit 4 bis 5 Monaten bemerkt Patientin, daB sie kleiner wird. Seit einem 
halben Jahr ist sie bettligerig. Klimakterium vor 8 Jahren. Wiahrend des 
Krieges ist Patientin stark abgemagert (von 54 auf 37 kg). 

Es handelt sich um eine kleine, schlecht genahrte Patientin mit starker 
Kyphose der oberen Brustwirbelsiule, wodurch der obere Teil derselben 


1) Chemical Pathology, 8. 373. Philadelphia und London 1907. 
*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 70, 163, 1910. 
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fast horizontal steht; der Thorax ist dadurch in seinem Hé6henmaBe stark 
reduziert, kaum 30cm hoch. Sternum und Rippen sind au#erordentlich 
druckempfindlich, der Thorax ist leicht kornpressibel. Das Becken ist 
osteomalacisch deformiert: deutlicher Symphysenschnabel, breit ausladende 
fedetnde Beckenschaufeln, Promontorium nicht erreichbar; maBige Adduk- 
torensperre. Tibien nur wenig druckempfindlich, leichte Genua valga. 

Obduktionsbefund: Hochgradige Osteomalacie, besonders der Rippen- 
knochen, diese sind fiir das Messer leicht schneidbar. Hochgradige angulire 
Kyphose der Brustwirbelsiule. Becken federnd, Symphysenschnabel, 
Conjugata verlingert. Bei naiherer Betrachtung des Skelettes ergab sich, 
da8 die Rippen sehr leicht verbiegbar waren und schlieBlich ohne Knacken 
zerbrachen; sie waren seitlich abgeflacht. Nach Befreiung vom Periost, 
dem blutreichen Mark und der Spongiosa blieb die Corticalis in der 
Dicke von staérkerem Pergamentpapier zuriick. Auch Sternum und Becken- 
knochen waren leicht schneidbar. Die Spongiosa der letzteren schien grob- 
maschiger und war auffallend weich. Sie enthielt Fettmark. An den Ex- 
tremitiiten bestand — abgesehen von leichten Genua valga — keine De- 
formation. Die Corticalis von Femur, Tibia und Fibula war vérschmilert 
gegentiber der Norm; die Spongiosa war etwas weicher; sie enthielt gelbes 
Fettmark, in welches etwa kirschgroBe Herde roten Markes eingesprengt 
waren. 

C. M. H., 71 Jahr, aufgenommen 7. Marz 1920, gestorben 12. August 1920. 

Seit Herbst 1919 Knochenschmerzen, die immer mehr zunahmen. 
Das Gehen wurde immer schmerzhafter, seit dem Winter ist Patientin 
bettligerig und trat schwere Thoraxdeformation auf. Klimakterium vor 
24 Jahren. Zwei normale Partus, zwei Abortus. Patientin ist sehr stark 
abgemagert. 

Senile, kleine, ausgesprochen kachektische Patientin (K6rpergewicht 
28,55 kg) mit schlaffer, aniimischer Haut. ‘Schwere Kyphose der Brust- 
wirbelsdule und betrichtliche dachartige Vortreibung der vorderen Thorax- 
wand von der Ansatzstelle der dritten Rippe. Jeder geringste Versuch, 
die Lage zu wechseln, bereitet der Patientin die heftigsten Schmerzen. 
Samtliche Knochen sind hochgradig druckschmerzhaft, besonders Rippen, 
Sternum und Becken. Die Rippen sind auffallend weich, leicht einbiegbar. 
Das Becken ist leicht kompressibel, es besteht deutlicher Symphysen- 
schnabel und Adduktorensperre. Die horizontalen Schambeiniste verlaufen 
unter spitzem Winkel, das Promontorium ist nicht erreichbar. BeckenmaBe: 
Spinae 23, Cristae 2514, Trochanteren 27, Beckenausgang: querer Durch- 
messer 9, gerader Durchmesser 9 cm. 

Obduktionsbefund: Osteomalacische Verinderungen am Skelett mit 
hochgradig osteomalacischer Verbildung des Beckens und der Wirbelsiule. 
Zahlreiche fibrés ausgeheilte Spontanfrakturen in den Rippenknochen. 
Die Rippen sind seitlich abgeflacht, fast wachsweich, sehr leicht verbiegbar 
und brechen schlieBlich ohne Knacken. Die Corticalis hat die Dicke starkeren 
Pergamentpapiers, das Mark ist von dunkelroter Farbung. Auch Sternum 
und Becken sind sehr weich, leicht verbiegbar und lassen sich sehr leicht 
schneiden. Die Spongiosa des Beckens ist groBmaschig und leicht ein- 
driickbar. Die Corticalis der langen Réhrenknochen, welche nicht deformiert 
sind, ist reduziert, die der Tibien kaum 3 mm stark. Auch:hier findet sich 
eine etwas weitmaschigere, leichter eindriickbare Spongiosa. Im Innern 
sieht man gelbes Fettmark, in welches zahlreiche kirschengroBe und kleinere 
Herde von rotem Gallertmark eingesprengt sind. 


32 * 
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D. M.N., 73 Jahr, aufgenommen 3. Mai 1920, gestorben 26, Juli 1920. 

Seit etwa 1 Jahre besteht hochgradige Schwiache, Kreuz- und Rippen- 
schmerzen, welch letztere besonders in letzter Zeit sehr heftig wurden. 
Klimax vor 25 Jahren, 1) normale Partus. 

Kleine, schlecht genihrte, kachektische Patientin. Nicht sehr Hoch- 
gradige Kyphose der Brustwirbelsiule. Sternum, Rippen und Becken 
sehr druckempfindlich, am letzteren besonders die Schambeiniaste. MaBiger 
Symphysenschnabel. Geringe Federung des Beckens und leichte Adduktoren- 
sperre. BeckenmaBe: Spinae 26, Cristae 28, Trochanteren 30, gerader Becken- 
ausgang im Durchmesser 10, querer 104%cm. Tibien nicht druckempfindlich. 

Obduktionsbefund: MaBige Kyphose der Brustwirbelsiule. Die Rippen 
lassen sich mit dem Messer gut schneiden, sind weicher, leicht abbiegbar 
und brechen schlieBlich mit leichtem Knacken. Die Kortikalis ist reduziert, 
das Mark blutreich. Auch das Sternum ist weicher und leicht schneidbar. 
Am Becken, welches etwas federt, findet sich — abgesehen von einem 
maBigen Symphysenschnabel — keine Deformation. Die Corticalis der 
Beckenknochen, sowie die der langen R6hrenknochen ist maBig verschmiailert. 
Letztere enthalten reines Fettmark. 


II. Methode. 


Nach griindlicher Befreiung der Knochen von Periost und Mark und 
nach gutem Abspiilen in flieBendem Wasser wurden die Knochen getrocknet. 
Hierauf wurden sie im Morser gestampft und schlieBlich in einer Reibschale 
zu feinstem Pulver zerrieben. 

Die Veraschung des Knochenpulvers erfolgte nach Gabriel!). 15 bis 
20 g Substanz wurden in einem FrlenmeyerschenK6lbchen mit 100 g Glycerin- 
lauge (30g Atzkali in 1000 cem Glycerin) iibergossen, das Knochenpulver 
durch Schiitteln im Glycerin gleichmaBig verteilt und das Gemenge unter 
hiufigem Umschiitteln — um ein Uberschiumen zu vermeiden — all- 
mihlich bis 200° erhitzt. Auf dieser Temperatur wurde es etwa 114 Stunden 
erhalten und hierauf, nachdem auf 150° abgekiihlt worden war, in eine 
Porzellanschale, die beiliufig 1 Liter kochendes Wasser enthielt, gegossen. 
Hierauf wurde gut verriihrt, nach Sedimentierung die iiberstehende Fliissig- 
keit mit einem mit Leinwand iiberspannten Heber abgezogen, wieder mit 
kochendem Wasser iibergossen und dieser Vorgang so oft wiederholt, bis 
das Waschwasser keine Spur alkalischer Reaktion mehr zeigte. Der Riick- 
stand wurde auf ein Nutschfilter gebracht, gut getrocknet und gegliiht; 
beim Glithen trat niemals eine Spur von Braunung auf. Die angegebene Ver- 
aschungsmethode bezweckt die Zerst6rung und Entfernung der organischen 
Substanz, die beim Gliihen eine Reduktion der Phosphorsaéure zur Folge 
haben konnte. 

Quantitative Bestimmung des Calciums, Magnesiums und der Phosphor- 
siure: Die getrocknete, abgewogene Aschenmenge wurde in Salzsiure gelést, 
mit Ammoniak gefallt und der Niederschlag wiederum in Essigsaure gelést. 
Zu der klaren, eventuell filtrierten Fliissigkeit wurde Ammoniumoxalat im 
Uberschu8 zugesetzt, 24 Stunden in der Warme stehen gelassen und der 
Niederschlag abfiltriert ; hierauf wurde mit heiBem Wasser so lange gewaschen, 
bis das Filtrat vollkommen chlorfrei war. Nun wurde der Niederschlag in 
noch feuchtem Zustande in einen Platintiegel gebracht, gegliiht und nach 
vorsichtigem Verbrennen iiber dem Geblise als Calciumoxyd gewogen. 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 18, 275, 1894. 
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j 
or Filtrat und Waschwasser wurden nun auf dem Wasserbade eingeengt 
n- & 
und diese Lésung in zwei gleiche Teile geteilt. Die eine Halfte diente zur 
” Bestimmung des Magnesiums, die andere zur Bestimmung der Phosphor- 
sdure. 
hb Zwecks Feststellung des Magnesiumgehalts wurde die Fliissigkeit mit 
os Ammoniak stark Ubersattigt und nach Zusatz von etwas Ammoniumcitrat 
~ mit Natriumphosphatlésung gefillt. Nach 24stiindigem Stehen wurde 
“a filtriert, mit 2,5proz. Ammoniak ausgewaschen, der Niederschlag getrocknet 
h. 
en Ill. Analysen. 
ae Eigene Untersuchungen. 
rt, — 
ur. : ' Analysierte CaO MgO P.O, mcs 
m : Aschenmenge 4 t 
ler i ‘ 8 ! 8 “0 8 So 8 % | % 
qT 
son I. Normale Knochenasche: 
en 3,630 1,878 51,8 | 0,028 0,78 1,408 38,8 | 8,62 
egies 3,630 1,880 51,8 | 0,031 | 0,84 | 1404 38.7 || 866 
me 3,530 1,838 , 52,1 | 0,029 | 0.83 1372 | 38,9 8,57 
ad ) eee 1824 0,947 | 51,9 |0.016 085 0,706 38,7 855 
at. | A. M. P. II. Osteopathie: 
ule a I 2,349 || 1,480 | 63,0 0,018 0,78 | 0,752 320 4,32 
"PPP IT «1,738 ~—|:1,097 | 63,1 0,013 | 0,76 | 0,558 321 4.04 
o I 3,533 | 2444 692 0,027 0,75 0,915 259 415 
n- : Becken | 
aie i \I1 2,672 || 1,851 | 69,3 ||0,021 | 0,77 0,689 | 258 4.13 
er Tibi { I 4,606 2.515 | 54,6 0,037 080 1686 366 8.00 
l- ee AE eee 1,876 | 54,8 |0,028 081 1249 365 7.89 
en B. Th. B. 
“e ROTOR ve 04947 0,281 56,8 0,0039 0,78 0,185 | 373 5.12 
n. 1 ie fT 0.4725 0,270 57,1 0,0037 0,78 0,175 37,1 4.92 
ol Becken {2 0:7385 (0,500 67,7 0,0055 0,74 0191-258 5,76 
vs oxen IT 0.5980 0,406 67,9 00047 0,79 0154 25,7 5.61 
is 
k- Tibi jl 2.0690 1128 545 0017 O81 0,747 = 36,1 8,59 
“fl we ABS 24500 1338 546 0019 0.78 0890 363 832 
, 
pr- C. M.H. 
en Ri { I 0.2471 0,158 64,0 0.0019 0,78 0,074 30,1 5,12 
ge PPCM \IT | 0.3724 | 0,238 63,9 00,0030 0,80 0,113 30.2 5.10 
Becken {J | 0.6349 | 0,430 67,8 00048 0,75 0,163 25.6 4,85 
me: eemen \IL | 05572 | 0,378 67,8 00,0043 0,78 | 0,143 25,7 | 4,72 
st, : 
m Tibi j I 0.8792 0.480 546 0,0070 0.80 0.320 36.4 8.20 
ea as 14381 0.788 548 O.0111 0.77 0525 36.5 7.93 
ler : D. M.N. 
on, a { 2.1780 1381 63.4 00163 0,75 0,675 31,0 4,85 
in ilies | 19170 1,223 638 00142 0.74 0581 30.3 5,16 


wtiteae' 4 
4 ees 12182 0,936 76.8 (0,0100 080 0,199 163 6.10 


0.8431 0460 546 |0,0067 080 0309 366 800 


I 
I 
ch I 08050 0616 765 |00060 080 0.129 162 6.50 
I 
I 
1 0.8563 0469 548 |0,0068 0.79 0315 368 7.61 
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und in einem Porzellantiegel verascht, in dem zuniachst sehr allmahlich 
erhitzt, schlieBlich tiber dem Geblase stark gegliiht wurde. Zuletzt wurden 
einige Tropfen Salpetersiure hinzugefiigt, bis die Substanz vollig weil 
blieb, hierauf getrocknet, abermals gegliiht und als Magnesiumpyrophosphat 
gewogen. 

Die Phosphorsdure bestimmten wir auf titrimetrischem und auf gewichts- 
analytischem Wege. 

Titrimetrische Methode: Die Halfte des eingeengten Filtrats von der 
Calciumoxalatfallung wurde in ein Ké6lbchen gegossen, hierauf wurden 
5cem Natriumacetat hinzugefiigt und nun wurde unter Aufkochen mit 
Uranacetat titriert, bis ein dem Gemenge entnommener Tropfen mit 
einem Tropfen l0proz. Ferrocyankalium vermengt, Briunung zeigte. 
Zwecks gewichtsanalytischer Bestimmung wurde noch etwas Uranacetat 
im Uberschu8 zugesetzt, nach Sedimentierung des Niederschlags filtriert 
und so lange mit 10proz. Essigsiure ausgewaschen, bis das Filtrat mit 
Ferrocyankalium keine braune Farbung mehr gab, bis also das iiberschiissige 
Uranacetat ginzlich entfernt war. Der Niederschlag wurde sodann im 
Platintiegel tiber dem Geblise gegliiht und als Uranphosphat gewogen 
[vgl. Wellmann')}. 

IV. Ergebnisse. 

Bevor wir zur Besprechung unserer Analysenresultate iibergehen, 
wollen wir der Zusammensetzung der normalen Knochenasche und der 
bei Rachitis und Osteomalacie Erwaihnung tun. 

Betreffs der Zusammensetzung normaler Knochenasche verweisen 
wir auf R. Neumeister *), der die von Zalesky durch Analyse zahlreicher 
menschlicher Knochen festgestellten Mittelwerte auf CaO,MgO und 
P,O; umgerechnet hat. Er gelangte hierbei zu folgenden Resultaten: 
CaO = 52,83%, MgO = 0,48%, P,O, = 38,73%. Gabriel*) gibt fiir 
den normalen menschlichen Oberarm folgende Werte an: CaO = 51,31%, 
MgO = 0,77%, P.O; = 36,65 %. Wir selbst gelangten — wie aus obiger 
Tabelle ersichtlich ist — bei der Analyse normaler Knochenasche zu 
analogen Resultaten. 


Normalerweise ist die Aschenzusammensetzung aller Skeletteile die- 
selbe; Schrodt*) brachte den Nachweis, daf8 das Verhiltnis der einzelnen 
Aschenbestandteile im Knochen des Menschen und der verschiedensten 
Tiere annaihernd konstant ist. Er stellte fiir die Knochenasche von Mensch 
und Hund fast die gleichen Analysenwerte fest: 


Mensch Hund 

1, oj, 

Me. ee 52,91 
BD 54 wiv cco ees DE 0,80 
Bets. «9402 «v0, oe 39,62 
a oe 5.54 


1) Pfliigers Arch. 121, 511, 1908. 

*) Lehrbuch fiir physiol. Chemie, IT. Teil, 1895. 
5) Zeitschr. f. physiol. Chem. 18, 281, 1894. 

4) Landw. Versuchsstat. 19, 343. 
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Ferner untersuchte er verschiedene Skeletteile des Hundes getrennt 
und fand auch hier weitgehende Ubereinstimmung: 


Tibia Becken Rippen 

I, Of, Of, 

CeQ-ie +7 SBR 53,28 §2,92 
PEG s,s pve. See 0,90 1,05 
oS ae 39,85 39,96 
Sees t wes) OAR 5,47 5,74 


Aus diesen Angaben ist einwandfrei ersichtlich, daB auch bei 
Menschen normalerweise kein wesentlicher Unterschied in der chemischen 
Zusammensetzung der verschiedenen Skeletteile besteht. Auch das 
Alter hat auf die Relation der Aschebestandteile keinen EinfluB, wie 
Wildt!) an Kaninchen im Alter von 1 Tag bis zu 4 Jahren nach- 
gewiesen hat. 

Betrachten wir nun die — allerdings sparlich vorhandenen — Befunde 
bei der Osteomalacie, so finden wir in der Literatur folgende Angaben: 

I. Galiman und P. Kénig*) untersuchten die Knochen in einem Falle 
von infantiler Osteomalacie und kamen zu folgenden Resultaten: Ossein 
= 55,03 %, Cas(PO,), = 38,07 %, CaCO, = 6,38%, Mg;(PO,). = 0,49 %. 
Nach Abzug der organischen Substanz lassen sich folgende Relationen in 
der Knochenasche berechnen: Ca,(PO,), = 84,73%, CaCO, = 14,2%, 
Mg;(PO,), = 1,1% oder umgerechnet CaO = 53,95%, P,O; = 39,20%, 
MgO = 0,49% und CO, = 6,27%. F. H. Mc Crudden*} untersuchte zwei 
osteomalacische Pferderippen und fand in einem Falle 62,86 °%, organische 
Substanz, CaO 20,09 %, MgO 0,5 % und P,O, 16,55 %, im anderen 65,19 % 
organische Substanz, CaO 18,35%, MgO 0,46% und P,O,; 16%. LaBt 
man die organische Substanz auBer Betracht und berechnet man die er- 
hobenen Werte auf ihre prozentuelle Verteilung in der Knochenasche, so 
erhalt man fiir den ersten Fall CaO = 50%, MgO = 1,35% und P,O, 
= 44,57%, fiir den zweiten CaO = 52,71%, MgO = 1,32% und P,O,; 
= 45,96%. Vo6llig unkontrollierbar, offenbar durch sinnstérende Druck- 
fehler verzerrt, sind die Analysenresultate von Cappezuoli*), aus denen 
nur so viel zu entnehmen ist, daB die Verminderung des Calciums stirker 
ist als die des Magnesiums, und dafi die chemischen Verinderungen in 
den flachen Knochen ausgesprochener sind als in den langen. 

Fir die Rachitis lassen sich aus Gassmanns (l.c.,5. 163) Analysen 
folgende Werte berechnen: CaO = 52,34%, MgO = 1,54% und P,O; 
= 39,56%, also normale Werte fiir CaO und P,O, und eine relative Ver- 
mehrung des Magnesiums, ein Befund, der auch in dem oben zitierten 
Falle bei der Analyse einer osteomalacischen Pferderippe von McCrudden 
erhoben wurde. Wenn aber Gassmann (I. c.) den SchluB zieht, daB ver- 
mehrter Magnesiumgehalt eine Pradisposition fiir Knochenerkrankungen 
schaffe, so k6nnen wir dem aus a. a. O. noch naher zu erérternden Griinden 
nicht zustimmen. 

Wir kommen nun zur Besprechung unserer Befunde bei der Kriegs- 


osteopathie. Wir konnten in Analogie zu den Verhiltnissen bei Rachitis 


1) Zitiert nach Neumeister, |. c. (6). 

2) Zitiert nach Chem. Zentralbl. 1, 1332, 1905. 
3) Amer. Journ. of Physiol. 17, 32—34, 1906. 
4) Diese Zeitschr. 16, 355, 1909. 





t 
‘ 
i 


ee 


oe 


i Rieti tieroaiin ® Ronaaplaeiouzas 
mn Tas mae at 


Pie bone rem 





ears naa 














500 W. Loll: 


und Osteomalacie und abweichend von der Norm fiir Becken- und 
Rippenknochen eine Verminderung der anorganischen Substanz zu- 
gunsten der organischen Bestandteile feststellen; wir fanden bei den 
Rippen in dem entfetteten und getrockneten Knochenpulver 54,07 bis 
56,25° anorganische Substanz, bei den Beckenknochen 52,37 bis 
53,28°%,, wahrend wir bei den Tibien normale Verhiltnisse, namlich 
66,49 bis 66,87 °/, anorganische Substanz feststellen konnten. Wiahrend 
hingegen die Zusammensetzung der Asche, das ist das Verhaltnis von 
CaO: P,O;: CO, bei Rachitis und Osteomalacie von der des normalen 
Knochens im allgemeinen nicht stark abweicht — bei letzterer ist die 
Relation vielleicht ein wenig zuungunsten des Kalkes verschoben 
fanden wir bei unseren Fillen gewaltige Abweichungen von der Norm. 
Unsere Resultate zeigen uns, daB das Verhiltnis der genannten anorga- 
nischen Bestandteile stark zuungunsten der Phosphorsiure, zum Teil auch 
der Kohlensaure verandert ist, wahrend der Kalk — relativ — bisweilen hoeh- 
gradig vermehrt ist. Die Menge des Magnesiumoxyds ist normal, waihrend 
sie bei Rachitis und zum Teil auch bei der Osteomalacie eine Tendenz 
zur Vermehrung zu haben scheint. Unsere Befunde zeigen weiter, dab 
von einer konstanten Zusammensetzung nicht die Rede sein kann, die 
Analysenwerte sind ganz und gar ungleich, und dies gilt nicht nur fiir 
verschiedene Individuen, sondern auch fiir verschiedene Skeletteile ein 
und derselben Person. 

Unsere Untersuchungen legen die Annahme nahe, da} der Orga- 
nismus bei dieser Form von Osteopathie unter hochgradigem Mangel 
an Phosphor leidet und nun diesen Bedarf aus der, vielleicht letzten 
ihm zur Verfiigung stehenden Quelle, den Knochen, deckt. Geht der 
Abbau stiirmisch vor sich, so findet sich in den befallenen Knochen 
ein gewaltiger relativer CalciumiiberschuB, wie z. B. im Falle D., Rippen. 
Hier fand sich auch in vivo, obwohl die Rippen keineswegs auffallend 
weich waren, eine hochgradige Schmerzhaftigkeit derselben. Bei all- 
mihlichem Abbau hingegen gleicht sich das Verhialtnis des Calciums 
zur Phosphorsiure immer wieder gegen die Norm hin aus. Als Beispiel 
seien die Tibien der analysierten Fille zitiert, die simtlich eine unter- 
einander gleiche Zusammensetzung zeigen und nur wenig von der Norm 
abweichen. Zugunsten dieser Erkliirung sprechen die Tatsachen, dab 
die Tibien niemals so hochgradig von dem ZerstérungsprozeB betroffen 
werden wie Rippen und Becken. Die Corticalis war niemals so stark 
verschmilert, sie war niemals weich oder fiir das Messer schneidbar. 
Die Tibien waren in keinem Falle — auch bei dem zahlreichen, klinisch 
beobachteten Material — deformiert, die Schmerzhaftigkeit war niemals 
eine so vehemente, wie dies speziell bei den Rippen gefunden wurde. 

Die geringe prozentuelle Verschiebung der anorganischen Bestand- 
teile in der Tibienasche und die Ubereinstimmung dieser in all den vier 
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sonst doch so verschiedenartigen Fallen kann aber noch dahin gedeutet 
werden, daf} in den Tibien zur Zeit des Todes der AbbauprozeB bereits 
zum Stillstand gekommen war. Dementsprechend war es in den Rela- 
tionen wieder zum Ausgleich gekommen. Der Unterschied gegeniiber 
der Norm ist nur ein kleiner; er besteht einzig in einer geringen rela- 
tiven Vermehrung des CaO (1 bis 2°,). Dazu sei bemerkt, daB auch im 
normalen Knochen nach der Verteilung der Saiuren auf die Kalkbasen 
noch ein kleiner ungesittigter Kalkrest zuriickbleibt (etwa 1°), der 
nach Gassmann (1. c. 8., 168) als Grundbedingung fiir die Méglichkeit 
eines weiteren Knochenaufbaues aufzufassen ist. Es braucht uns also 
keineswegs zu wundern, wenn dort, wo ein Abbau von Knochensubstanz 
stattgefunden hat, ein etwas gréBerer Rest von ,,freiem Kalk* zuriick- 
bleibt. Konsequenterweise miissen wir annehmen, dab in Rippen und 
Becken der untersuchten Fille bis zum Tode der Abbauprozef mehr 
minder stiirmisch aktiv war. 

Fiir die Weichheit der Knochen ist die chemische Zusammensetzung 
ihrer Asche nicht von Belang; die festen Tibien enthalten 54 bis 55%, 
CaO, die ganz weichen Rippen von Fall B. und C. 57%, baw. 
64% CaO, die wiederum festeren, beim Brechen deutlich knackenden 
Rippen des Falles D. 76,5°%, CaO. Hier sei auch auf die bisweilen sehr 
weichen Knochen bei Rachitis und Osteomalacie verwiesen, die stets 
eine fast normale Aschenzusammensetzung aufweisen. Fiir die Festig- 
keit scheint einzig und allein die Menge der anorganischen Substanz in 
ihrem Verhiltnis zur organischen und die absolute Menge der gesamten 
Knochensubstanz ausschlaggebend zu sein. Wo diese gering ist, dort 
ist der Knochen weich, biegsam, mit dem Messer schneidbar. 

Die auffallend konstante Aschenzusammensetzung des normalen 
Knochens, die bereits den ailteren Biochemikern bekannt gewesen war, 
hat immer wieder zu Versuchen gefiihrt, die Relation zwischen den 
anorganischen Knochenbestandteilen in eine starre Formel zu pressen. 
Wahrend Hoppe-Seyler') die relativ iibersichtliche Komplexformel des 
Apatits 3 Ca, (PO,), .CaCO, als Norm hinstellen wollte, ist Gabriel?) 
zu der héchst undurchsichtigen Relation Ca, (PO,), + Ca;H P;O4, 
+ aq. gelangt. Wenn wir es versuchen wollten, ahnliche Berechnungen 
bei unseren Fallen durchzufiihren, so unterliegt dies bei einigem guten 
Willen gar keinen besonderen Schwierigkeiten. So kénnen wir z. B. 
fiir die Asche der Tibien die Formel 3 Ca, (PO,), . CaCO, .2 CaO be- 
rechnen fiir die Asche der Rippen im Falle A. 2 Ca, (PO,), . CaCO, 
.3 CaO, fiir das Becken desselben Falles Ca, (PO,)..CaCO, . 3 CaQ, 
fiir die Asche der Rippen im Falle D. Ca, (PO,), . CaCO, .8 CaO. Aber 


1) Phys. Chem. 1881. 
*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 18, 257, 1893. 
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auch noch andere Formeln lassen sich fiir dieselben Skeletteile errechnen, 
so z. B. fiir die Tibien Ca, (PO,),.CaCO,. Der Wert derartiger rech- 
nerischer Formulierungen scheint wohl mehr als problematisch zu sein, 
derartige Formeln besagen ja im Grunde genommen gar nichts anderes, 
als daB in der Knochenasche Gemenge von Calciumphosphat und 
Calciumearbonat vorliegen, wobei die Menge der Phosphor- und der 
Kohlensiéure nicht ausreicht, um das vorhandene Calcium abzusiattigen. 
Die nichstliegende Deutung dieser Konstatierung ist wohl die, daB im 
lebenden Knochen durchaus nicht alles Calcium an Phosphor- und 
Kohlensiure gebunden war, vielmehr ein nicht unerheblicher Kalkrest 
sich in organischer Bindung, héchstwahrscheinlich an die Karboxyle 
der Proteine gekettet vorhanden war. Und dieser UberschuB tritt eben 
in der Knochenasche als iiberschiissiges CaO zutage. Man muB sich 
hier zunachst fragen, sagt Fiirth'), ob denn das Suchen nach einer 
bestimmten und konstanten Formel iiberhaupt berechtigt ist und ob 
man es nicht vielmehr mit einer Niederschlagsbildung zu tun habe, bei 
der ein inkonstanter und je nach den Bedingungen variierendes Gemenge 


schwer léslicher Salze sich eben in der organisierten Knochensubstanz . 


niederschligt. Hofmeister*) ist auf Grund neuerer Versuche zu der 
Annahme gelangt, daB die Konstanz in der Zusammensetzung der 
Knochensubstanz nicht durch die Bildung einer bestimmten Verbindung, 
sondern durch den annahernd konstanten Carbonat- und Phosphor- 
gehalt des Blutplasmas und der Lymphe bedingt ist. Auch Versuche 
von G. Wells fiihrten zu einer ahnlichen SchluBfolgerung. Aron) sagt, 
daB das Ossein ein kolloidaler oder doch den Kolloiden sehr nahe stehender 
Korper sei und daB dieses die Fahigkeit besitze, anorganische Elemente 
durch Adsorption zu binden. Diese adsorbierten Mengen stehen nun 
durchaus nicht immer in einfachen stéchiometrischen Beziehungen zu- 
einander, so daB sie etwa auf eine chemische Formel stimmten; denn es 
kénnen aus einer Lésung sowohl Elektrolyte als solche wie auch einzelne 
Ionen in nicht stéchiometrischem Verhialtnis adsorbiert werden. 
Gassmann (|. c., 8.164) sagt, die Stabilitaét des gegenseitigen Ver- 
haltnisses der Aschenbestandteile bei der Rachitis spreche dafiir, daB der 
Rachitis als Ursache nicht eine allmahliche Knochenzersetzung zu eigen 
sei. Wire dies der Fall, so wiirde eine derartige Konstanz in dieser Voll- 
endung nicht denkbar sein, vielmehr wiirde die Analyse da und dort Ver- 
schiebungen aufweisen, die diese Krankheit als ,,Auflésungsprodukt* 
charakterisieren wiirde. Dasselbe muB auch fiir die Osteomalacie gelten. 
Die hochgradige Variabilitat der Aschenzusammensetzung im Sinne 
einer relativen Calciumvermehrung bei unseren Osteopathiefallen charak- 


1) Probleme d. physiol. u. path. Chem. 1, 262, 1912. 
2) Zitiert nach Tanaka, diese Zeitschr. 35, 113, 1911. 
3) Oppenheimer, Handb. d. Biochem. 2 (2), 181, 1909. 
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terisiert dieselben hinlanglich als einen Krankheitsproze8, der von Osteo- 
malacie und Rachitis seinem Wesen nach grundverschieden ist, bei 
welchem die anorganische Knochensubstanz einer regelrechten Zer- 
setzung unterliegt. 

Zusammenfassung. 

1. Die Untersuchungen beziehen ‘sich auf die Zusammensetzung 
der Knochenasche in vier Fallen schwerer Kriegsosteopathie, welche 
durch zum Teil hochgradige Knochenerweichung und Skelettverbildung. 
insbesondere im Bereiche des Thorax und des Beckens charakterisiert 
erscheinen. 

2. Wahrend unsere Aschenanalysen normaler Knochensubstanz 
durchaus mit den Analysenwerten anderer Untersucher iibereinstimmen 
(CaO = 51,80 bis 52,10%, MgO = 0,78 bis 0,85°%, P,O; = 38,70 bis 
38,90 %, Rest = 8,55 bis 8,66°,), ergaben sich bei Untersuchung der 
Rippen und der Beckenknochen Osteopathischer Werte von CaO = 56,8 
bis 76,8%, MgO = 0,74 bis 0.80%, P,O,; = 16,2 bis 37.3%, Rest 
= 4,04 bis 8,59°%. Geringer waren die Abweichungen von der Norm 
und untereinander bei den Tibien in welchen der ProzeB anscheinend 
langsamer vor sich gegangen und bereits im Abklingen begriffen war: 
CaO = 54,5 bis 54,8°%, MgO = 0,77 bis 0.81%, P,O; = 36,1 bis 36,8 °,,, 
Rest = 7,61 bis 8,59 %. 

3. Wir sehen also bei den schwer osteopathisch erkrankten Knochen 
eine weit auBerhalb der Fehlergrenzen der Analysen liegende relative 
Zunahme von CaO mit einer starken relativen Abnahme von PO; kom- 
biniert. Der Gehalt an MgO ist konstant und erscheint der Norm gegen- 
iiber kaum verindert. 

4. Die Versuche, die Zusammensetzung der Knochenasche in eine 
starre chemische Formel pressen zu wollen, erscheinen von vornherein 
ihrem Wesen nach verfehlt. Offenbar handelt es sich beim Verkalkungs- 
yorgange um Niederschlagsbildungen schwer léslicher Erdalkalisalze, 
wobei die Menge des in Knochen vorhandenen Calciums gréBer ist als 
dem Absattigungsvermégen der vorhandenen Phosphor- und Kohlen- 
siure entspricht; vermutlich ist dieser KalkiiberschuB im lebenden 
Knochen in organischer (Eiweif-) Bindung vorhanden. Bei der Osteo- 
pathie ist dieser KalkiiberschuB allem Anschein nach infolge einer 
primdren Abnahme der Phosphorsdure abnorm grob. 

5. Wahrend bei der Rachitis und Osteomalacie die Relation der 
Aschenbestandteile der Norm gegeniiber nicht sehr wesentlich ver- 
schoben ist, erscheint die Kriegsosteopathie durch die weitgehende 
prozentuelle Verschiebung der Aschenbestandteile im Sinne einer 
Kalkanreicherung der Osteomalacie und Rachitis gegeniiber als ein 
grundverschiedener Prozef charakterisiert. 
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Uber die Bildung der rechtsdrehenden B-Furyl-«-milehsiure 
durch Proteusbakterien. 


Von 
Takaoki Sasaki und Ichiro Otsuka. 
(Aus dem Sasaki-Laboratorium im Kyoundo-Hospital zu Tokio.) 


(Eingegangen am 13. November 1922.) 


6-Furyl-a-alanin oder irgend eine Aminosiure mit einem Furan- 
kern ist noch niemals als ein Naturprodukt gefunden. Die nahe 
Beziehung des Furfurols zu den Kohlenhydraten wiirde fiir ein solches 
Vorkommen sprechen, wenn man die Empfindlichkeit des Furankerns 
gegen starke Saéure und iiberhaupt das verhiltnismiBig labile Ver- 
halten des Furylalanins und somit die groBe Schwierigkeit einer un- 
versehrten Abspaltung und Isolierung aus Aminosiiureketten bzw. Ge- 
mischen beriicksichtigt. Andererseits spricht die Giftigkeit dieser 
Aminosiure gegeniiber dem Kaninchenorganismus gegen eine solche 
Vermutung, besonders ist das Vorkommen in NahrungseiweiBstoffen 
recht unwahrscheinlich. 

Trotzdem ist das Studium des bakteriellen Abbaus von Furyl- 
alanin nicht ohne Interesse, einerseits um die Kenntnis der a Hydroxy- 
siuren zu erweitern, andererseits um gegebenenfalls Furylathylamin. 
welches nach Windaus und Dalmer eine pharmakodynamisch inter- 
essante Substanz zu sein scheint, nach der Analogie proteinogener 
Amine biologisch darzustellen. Besonders ist die Gewinnung von 
o-Hydroxysiure aus Furylalanin mittels der tiblichen rein chemischen 
Methode kaum zu erhoffen; denn der Furankern ist auch gegen sal- 
petrige Saiure recht empfindlich. Gerade dazu ist die Bakterien- 
methode sehr geeignet, zumal sie eine optisch aktive Form zu ge- 
winnen gestattet. In der Tat konnten wir mittels der von uns 
geiibten Methode die rechtsdrehende Furylmilchséure aus dl-Furyl- 
alanin durch Proteusbakterien darstellen, wenn auch in einer geringen 
Ausbeute. Die 6-Furyl-a-milchsiure ist sowohl in racemischer als 
auch in aktiver Form unseres Wissens noch nicht bekannt. Die 
von uns bereitete rechtsdrehende Saure ist nicht ganz bestiandig, 
braunt sich von selbst beim Aufbewahren oder beim Erwiirmen, indem 
ein Teil davon in Wasser unléslich wird. 
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Mittels Subtilisbakterien einen der optischen Antipoden der 
Substanz zu gewinnen, gelang uns leider trotz vielfacher Versuche 
nicht. Das Furylathylamin konnten wir bisher nicht in die Hand 
bekommen. 


Experimenteller Teil. 


Die zum Versuch verwendeten Proteusbakterien waren von dem- 
selben Stamm, wie in der friiheren Mitteilung'). Die Versuchsanordnung 
war auch ganz gleich. Vier Kolben mit je 2g dl-Furylalanin wurden 
aufgearbeitet. Nach der 25tagigen Verweildauer im Brutschrank 
wurde das ganze Gemisch unter vermindertem Druck abgedampft. 
Die wisserige Losung des Riickstandes wurde mit Phosphorsiéure 
stark angesiuert, unter Zusatz von wenig Tierkohle geschiittelt und 
filtriert. Das Filtrat wurde sodann mittels des Kumagawa-Sutoschen 
Extraktors mit Ather extrahiert. Nach Abdampfen des Atherextrakts 
blieb ein rotbrauner Sirup zuriick, welcher beim Stehen im Eisschrank 
nach einigen Tagen ganz kristallinisch wurde. Die Kristalle wurden 
auf einer Tonplatte gereinigt und in Ather gelést, sodann nach 
starkem Abkihlen in einer Kiltemischung mit Petrolither gefallt. 
Die Ausbeute der zarten Kristallnadeln betrug 1,0g. Sie schmolzen 
hei 95 bis 96°C. Durch Umfallung veriinderte sich der Schmelzpunkt 
nicht mehr. Die noch einmal umgefillte Substanz wurde iiber 
Phosphorséureanhydrid bei Zimmertemperatur in vacuo getrocknet: 


0,1625g Substanz 0,3200 CO, 0,0745 H,O 
C,H, O, Berechnet Gefunden 
C 53,82 53,71 
H 5,17 5,13 


14,7772 g wisserige Lésung, welche 0,2314g Substanz, mithin 
1,5646 %, enthielt und das spez. Gew. 1,0043 hatte, drehte im Ein- 
Dezimeterrohr bei 18° Natriumlicht 0,43 nach rechts. 


18 ' 5 OG 
[a|lp = + 27,36°. 


') Diese Zeitschrift 121, 167, 1921. 











Uber die Verwendbarkeit des Zuntz-Geppert-Apparates 
bei Respirationsversuchen mit kleinen Tieren. 


Von 
Fr. W. Krzywanek. 


(Aus dem tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule 
zu Berlin.) 


(Eingegangen am 15. November 1922.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Bei der pekuniaren Notlage, in der sich heute mehr oder weniger 
unsere wissenschaftlichen Institute befinden, gewinnt das kleine Tier 
als Objekt fiir Respirationsversuche dauernd an Interesse. Wenn auch 
in vielen Fallen das groBe Versuchstier nicht entbehrt werden kann, 
kann doch das Arbeiten mit kleinen Tieren oft sehr gut verwendbare 
Resultate liefern; besonders bei denjenigen Fragestellungen, deren 
Bearbeitung auf einem reichhaltigen Versuchsmaterial fuBen muf, 
scheiden unsere groBen Haustiere als Versuchsobjekte der ungeheuer 
gestiegenen Kosten wegen ohne weiteres aus. Zu Studien des Vitamin- 
problems und des anaphylaktischen Schokes z. B. sind kleine Versuchs- 
tiere (Ratten, Mause, Meerschweinchen und Vogel) geradezu unent- 
behrlich. 

Aus diesen Griinden ist natiirlich der Wunsch nach einem ein- 
fachen, billigen und zuverlissige Werte liefernden Respirationsapparat 
fiir kleine Tiere ein allgemeiner; diesem Wunsche Rechnung tragend 
sind eine Anzahl Apparate konstruiert worden, die den angegebenen 
Bedingungen in zweckentsprechender Weise mehr oder weniger geniigen. 
Diese lassen sich alle auf die beiden Haupttypen zuriickfiihren, die 
Apparate von Pettenkofer und Reignault-Reiset, zu denen als dritter 
Typ die Methode von Zuntz-Geppert tritt, die meines Wissens in dieser 
Weise noch nicht angewandt wird. 

Auf dem Prinzip von Pettenkofer beruht der Apparat, den Haldane’) 
konstruiert hat und der auch eine Bestimmung des O,-Verbrauchs auf 
indirektem Wege gestattet. Von den beiden Komponenten des Stoff- 
wechsels, der CO, und des Og, ist der letztere bekanntermafen der wichtigere 
Faktor und ein Apparat um so besser, je genauer er die Messung des O,-Ver- 


1) Journ. of Physiol. 18, 419, 1892. 
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brauchs gestattet. Schon Pettenkofer und Voit!) hatten versucht, mit 
ihrem Apparat den O,-Verbrauch des Tieres zu bestimmen; ihrer Berechnung 
lag die Tatsache zugrunde, da die Gewichtsdifferenz des Tieres wahrend 
des Versuchs bedingt wird durch die Differenzen seiner Einnahmen und 
Ausgaben wihrend derselben Zeit. Da aber die Bestimmung der einen 
Ausgabe, nimlich des Wasserdampfes, nur unvollkommen gelang, wiesen 
die gefundenen Zahlen fiir den O,-Verbrauch zum Teil erhebliche Fehler auf. 
Von den Versuchen, diese Fehlerquelle zu eliminieren, diirfte die von 
Haldane gefundene Lésung die gliicklichste sein. Er vermied die Unzutrig- 
lichkeiten dadurch, daB er zu Beginn und am Schluf des Versuchs das 
Tier mit dem Respirationskasten wog, wodurch seine Methode allerdings 
auf die Verwendung kleiner Tiere beschrankt blieb, deren Wagung noch 
hinreichend genau vorgenommen werden konnte. Den Seweis der Ge- 
nauigkeit dieser Methode hat Haldane selbst durch Kontrollversuche, vor 
allem aber die Arbeiten des Asherschen Instituts erbracht, die auch eine 
Reihe unwesentlicher Anderungen an der Apparatur vornahmen. Wahrend 
Haldane selbst mit Kaninchen und Meerschweinchen arbeitete, konnte 
Danoff?) nachweisen, daB die Genauigkeit der Methode auch bei Ver- 
wendung kleinerer Tiere (weiBer Ratten) eine hinreichende war. Hauri*), 
der Kaninchen als Versuchstiere benutzte, bei denen er mangels einer ge- 
niigend genauen Wage nur CO,- und Wasserabgabe bestimmen konnte, 
stellte Kontrollversuche an, um den Fehler der Wasserbestimmung zu 
ermitteln. Ebenfalls mit Kaninchen arbeiteten Ruchti*) und Bertschi®); 
der letztere richtete den Respirationskasten fiir eine kiinstliche Erwarmung 
ein, so daB er bei Temperaturen von 23, 27 und 33° Versuche anstellen 
konnte. Abelin®) benutzte die Haldane-Apparatur ebenfalls zur Bestimmung 
des Gaswechsels weiBer Ratten, und Loening’) studierte am Meerschweinchen 
mit derselben Methode den Gaswechsel im anaphylaktischen Schok. 

Auf dem Prinzip von Reignault-Reiset beruht ein sehr sinnreicher, 
von Cohnheim®) angegebener Apparat, der eine direkte Bestimmung eines 
selbst sehr kleinen O,-Verbrauchs erméglicht. Aus diesem Grunde eignet 
sich der Apparat besonders fiir Untersuchungen an sehr kleinen ‘Tieren 
(Fréschen, Regenwiirmern u. dgl.), wie sie Joel®) mit ihm vorgenommen 
hat. Aber auch fiir weiBe Miiuse ist der Apparat gut verwendbar, wie die 
Untersuchungen Groebbels'°) lehren, die dieser zum Zwecke der Betrachtung 
der Wirkung vitaminfreier Nahrung auf den Gaswechsel anstellte. 

Gewissermafen durch eine Kombination des Reignault-Reiset- und 
Pettenkofer-Prinzips erreichte Fridericia'') eine doppelte Bestimmung des 
O,-Verbrauchs und damit eine sichere Kontrolle des letzteren. Sein Apparat 
ist nach der Methode von Haldane gebaut, die Ventilationsluft wird aber 


1) Liebigs Ann. 1862/63, LI. Suppl.-Band, 5S. 1. 


2) Diese Zeitschr. 93, 44, 1919. 
3) Ebendaselbst 98, 1, 1919. 


4) Ebendaselbst 105, 1, 1920. 

5) Ebendaselbst 106, 37, 1920. 

6) Ebendaselbst 101, 197, 1920. 

7) Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 66, 84, 1911. 
8) Zeitschr. f. physiol. Chem. 69, 1910. 

®) Ebendaselbst 107, 23], 1919. 

0) Ebendaselbst 122, 104, 1922. 

11) Diese Zeitschr. 54, 92, 1913. 
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nicht durch das offene System gesaugt, sondern das System ist geschlossen, 
und die Luft in ihm wird durch eine Pumpe in Zirkulation versetzt. Die 
O,-Bestimmung geht einmal nach Haldane durch Wagung vor sich, durch 
das geschlossene System ist aber ferner die Anbringung eines Spirometers 
moglich, das mit O, gefiillt ist und aus dem sich der verbrauchte O, selbst- 
tiitig ersetzt. Die Differenz des Spirometerstandes zu Beginn und zum 
SchluB des Versuchs ergibt also die zweite direkte O,-Bestimmung. 

Die Moglichkeit einer derartigen Doppelbestimmung ist natiirlich 
von auBerordentlichem Vorteil, und es ist von jeher erstrebt worden, 
eine solche Kontrolle zu schaffen. Da das bei den alteren und gréBeren 
Apparaten nicht méglich war, half man sich damit, sie in besonderen 
Kontrollversuchen (Verbrennen von Alkohol, Ather, Stearinkerzen u. a.) 
zu erproben. Eine Garantie, daB der Apparat nun bei den Tierver- 
suchen ebenso funktionierte wie bei den Kontrollversuchen, war natiirlich 
nie gegeben. Bei den Respirationskalorimetern (Rubner, Atwater und 
Rosa Benedikt, und Milner u. a.) war zwar eine solche Kontrolle durch 
Bestimmen des Energieumsatzes auf direktem und indirektem Wege 
vorhanden, bei den kleinen Respirationsapparaten ist sie aber nur mit 
der Methode von Fridericia méglich. Es soll nicht unterlassen werden 
darauf hinzuweisen, daB bei der Kleinheit der Respirationsapparate 
im allgemeinen Kontrollversuche mit Alkohol usw. sehr schwierig, wenn 
nicht unmdglich sind, wodurch die Méglichkeit einer Doppelbestimmung 
noch an Bedeutung gewinnt. Man kann sich ohne eine solche auch so 
helfen, wie es Danoff (l.c.) getan hat, der seine Ratten z. B. mit Zucker 
fiitterte und in dem gefundenen Respirationsquotienten einen MaBstab 
fiir die Genauigkeit der Methode erblickte. 

Aus dem oben Gesagten geht hervor, daf} in der Literatur eine 
Anzahl Apparate beschrieben sind, die in zahlreichen Versuchen ihre 
Brauchbarkeit erwiesen haben. Wenn ich es dennoch unternehme, 
einen weiteren Apparat mitzuteilen, mit dem ich sehr gute Ergebnisse 
erzielt habe, so liegt das daran, daB meiner Meinung nach das Arbeiten 
mit den oben beschriebenen ziemlich zeitraubend ist und sich die Ver- 
suche iiber léngere Zeit erstrecken miissen. So erfordert ein Versuch nach 
der Methode von Haldane z. B. zweimal 4 Wiagungen von gréBter 
Genauigkeit. Je kiirzer die Versuche angestellt werden, um so gréBer 
sind natiirlich die Fehlerquellen. Andererseits benétigt die Methode 
von Fridericia eine Rotationspumpe und ein Spirometer, zwei Apparate. 
deren Anschaffungskosten heute sehr betrachtlich sind. Da der Spirc- 
meterstand auBerdem nur bis zu einer Genauigkeit von 2,56 ccm 
ablesbar ist, werden die Fehler bei sehr kurzen Versuchene eben- 
falls erheblicher. Als kiirzesten Versuch fiihrt Fridericia einen von 
21, Stunden an, bei dem die Werte fiir die beiden Bestimmungen nur 
um 0,6°% auseinander liegen, die Uberefnstimmung also noch eine 
sehr gute ist. 











Verwendbarkeit des Zuntz-Geppert-Apparates usw. 509 


Aus diesen Griinden benutze ich einen Apparat, der 1. in gas- 
analytischen Laboratorien keinerlei Anschaffungen erfordert, 2. Ver- 
suche von }/, Stunde bis zu beliebig langer Zeit gestattet, 3. bei sorg- 
filtigem Arbeiten Fehler von héchstens 1% bedingt, 4. eine doppelte 
Bestimmung der CO,-Abgabe erlaubt und 5. sehr wenig Zeit und Be- 
dienung in Anspruch nimmt. 
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Abb. 1. « Abnahmestelle des Teilstroms, 6 endlose Schnur, an der die Auslaufspitze mit 


Trichterchen ¢ befestigt ist. Oben links Anordnung der Teilstromabnahme bei Verwendung einer 
trockenen Gasuhr oder der doppelten C O.sBestimmung. 


Der Apparat (s. Abb. 1) ist im Prinzip ein ,,passiv funktionierender* 
Zuntz-Geppert-Apparat. Wiahrend beim Zuntz-Geppert-Apparat die 
Versuchsperson durch ein Mundstiick atmet und so aktiv die Gasuhr 
bewegt, wodurch in der bekannten Weise selbsttitig die Absaugung 
der Analysenluft einsetzt, habe ich die Versuchsperson durch einen 
kleinen Tierbehdlter ersetzt und die Gasuhr von aufpen in Umdrehung 
versetzt. Auf diese einfache Weise erhilt man einen Apparat, der wie 
ein Pettenkofer-Apparat arbeitet, oder, da die Durchschnittsprobe auf 
CO, und O, analysiert wird, wie der von Jaquet!) zuerst beschriebene. 
Von diesem Apparat schreibt Johannsen im Handbuch der Biochemi- 
schen Arbeitsmethoden 3, 1152, 19102): ,,Es wird bei der Berechnung 
vorausgesetzt, daB die Zusammensetzung der Luft in der Respirations- 
kammer wéiihrend der betreffenden Versuchsperiode keine Verdnderung 


1) Verh. d. naturforsch. Ges. in Basel 15, 252, 1903. 
2) Siehe auch an dieser Stelle die Berechnung des O, aus dem Defizit 
der ventilierten Luft. 
Biochemische Zeitschrift Band 135. 33 
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erleidet oder jedenfalls, daB die Schwankungen derselben belanglos 
sind. Um dies zu erreichen, nimmt man das Volumen der Respirations- 
kammer moéglichst klein und ordnet die Versuche so an, da die Kohlen- 
sdureproduktion des Versuchsindividuums wihrend der Versuchsperiode 
sich méglichst wnverdndert halt. .... Unter solchen Verhiltnissen tritt 
bald ein stationdrer Zustand in der Respirationskammer ein, und wenn 
méglich, wartet man diesen Zeitpunkt fiir den Anfang der eigentlichen 
Versuchsperiode ab. Bei Versuchsperioden laingerer Dauer treten die 
in der Respirationskammer enthaltenen Gasmengen neben den aus- 
ventilierten in den Hintergrund und die Schwankungen der ersteren 
kénnen ganz vernachlissigt werden“. 

Diese Bedingungen lassen sich nun in sehr einfacher Weise ver- 
wirklichen. Die GréSe der Respirationskammer kann je nach der ver- 
wendeten Tierart beliebig klein gewaihlt werden; Ratte und Hamster, 
die mir als Versuchstiere dienten, pflegten sich bald nach dem Einbringen 
in den Apparat zusammenzurollen und in dieser Stellung wihrend des 
ganzen Versuchs zu verweilen. Der von Johannsen erwiihnte stationare 
Zustand tritt, wie ich mich in mehreren Versuchen iiberzeugte, schon 
etwa 10 Minuten nach Beginn des Versuchs ein. Um diese Frage zu 
untersuchen, habe ich in mehreren Fallen nach Ingangsetzen der Gasuhr 
von 10 zu 10 Minuten eine Luftprobe entnommen, die ich auf CO, 
analysierte. Bei gleichmaBiger Ventilation war in jedem Falle dic 
Zusammensetzung schon von der ersten Probe, 10 Minuten nach Be- 
ginn des Versuchs, konstant und entsprach vollkommen der in dem 
anschlieBenden mehrstiindigen Versuch gewonnenen. In Tabelle I ist 
ein derartiger Versuch angefiihrt. 

Tabelle I. 


Versuch 2 am Hamster. 
Beginn 12h 40’. 





Zeit der 9%) C OgsGchalt 
Probeentnahme der Teilstromprobe 
12h 50’ 0,358 
1 00 0,356 
1 10 0,358 
1420’ bis 3520’ 0,359 


Als Tierbehalter fiir die Ratte und den Hamster hat sich eine 
Briihlsche Vorlage von etwa 1% Liter Fassungsvermégen sehr gut 
bewihrt. Nach zahlreichen Versuchen lieferte die in der Figur ge- 
zeichnete Anordnung die besten Ergebnisse. Die Zufuhr der AuBenluft, 
die ein mit Natronkalk beschicktes Rohr passieren muBte, wodurch sich 
die Analyse derselben eriibrigte, erfolgte durch die obere Offnung im 
Deckel, die Absaugung der verbrauchten Luft durch den unteren Ansatz- 
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stutzen, durch den ein Rohr bis in die Mitte der Vorlage gefiihrt war, 
das sich nach unten zu 6ffnete. Durch den VerschluBstopfen des oberen 
Ansatzstutzens war ein Thermometer gefiihrt (in der Abbildung nicht 
gezeichnet), das eine Ablesung der Temperatur im Apparat gestattete. 
Das Tier selbst befand sich nicht auf dem Boden des GefiBes, sondern 
auf einem Drahtnetz, das auf drei angeléteten FiiBchen stand, etwa 
im oberen Drittel desselben. Auf diese Weise wurde erreicht, dab 
die Durchmischung der Luft im Apparate eine vollstaindige war, 
wie die Konstanz zahlreicher Kontrollanalysen der abgesogenen 
Luft ergab. 

Die Ventilation des Respirationsapparats geschah durch cine 
Zuntz-Geppert-Wassergasuhr, die auf verschiedene Weise in méglichst 
gleichmaBige Umdrehungen versetzt werden konnte. Da unser Institut 
im Besitze eines durch einen NebenschluBmotor betriebenen Kymo- 
graphions ist, habe ich dieses durch Aufsetzen einer Schnurlaufscheibe 
auf die Achse als Antrieb fiir die Gasuhr benutzt. Durch einfaches 
Umstellen eines Hebels kann man die Umdrehungsgeschwindigkeit der 
Trommel auf */;99, '/59, 4/49. 1/5, 1, 5, 10, 50 und 100 pro Minute regu- 
lieren, wodurch man in Verbindung mit Schnurlaufscheiben von ver- 
schiedenem Durchmesser an Gasuhr und Motor wohl jede gewiinschte 
VentilationsgréBe einstellen kann. Ist man nicht im Besitze eines 
Motors mit sehr geringer Umdrehungsgeschwindigkeit, so kann man 
auch mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe ventilieren, wie es z. B. Haldane 
bei seinem Apparat getan hat. Es ist dann aber unbedingt nétig, eine 
groBe Flasche als Druckausgleicher zwischen Gasuhr und Pumpe ein- 
zuschalten, da die Pumpen nie so gleichmaBig ziehen wie z. B. ein 
NebenschluBmotor. Noch auf eine dritte Art kann man die Gasuhr in 
eine sehr gleichmabige langsame Bewegung versetzen, nimlich durch 
eine gewohnliche Pendeluhr. Zu diesem Zwecke hiingt man eine Pendel- 
uhr so iiber der Gasuhr auf, daB die Kette, die nicht das Gewicht triigt, 
auf die Achse der Gasuhr aufgewickelt werden kann. Der Widerstand, 
den die Gasuhr der Umdrehung entgegensetzt, mu®B durch VergréBern 
des Gewichts am anderen Ende der Kette kompensiert werden. Durch 
Verkiirzen eventuell ganzes Abnehmen des Pendels und Anhingen 
leichterer bzw. schwererer Gewichte kann dann eine sehr weitgehende 
Regulierung der Ventilation erfolgen. Man darf nur die Umwicklungs- 
stelle an der Achse der Gasuhr nicht zu dick wahlen, eventuell muB zu 
diesem Zwecke ein diinner Stift besonders angelétet werden. Auf diese 
Weise kann man durch das Ablaufen der Kette den gleichmaBigsten 
Gang der Gasuhr erreichen. 

Wie gleichmaBig auch der Motor arbeitet, ersieht man aus der 
Tabelle II, die einige Ablesungen der Gasuhr von 10 zu 10 Minuten 
wihrend des Versuchs 4 zeigt. Die Werte der Tabelle II sind nicht 

33 


ae 
Bites cet eae = 





5 | 




















FevamaaPr nee =f eb eTPO IE Ne De na a 


epee coe 





ee ae 





512 Fr. W. Krzywanek: 
Tabelle 11. 
Versuch 4 am Hamster. 
Zeit Gasuhr Differenz 
Liter Liter 
10h 48/ 251,00 _ 
10 58 257,90 6,90 
11 08 264,80 6,90 
11 18 271,67 6,87 
11 28 — — 
11 38 — — 
1l 48 — — 
ll 58 299,27 27,60: 4 = 6,90 
12 08 306,15 6,88 
12 18 — — 
12 28 319,95 13,80: 2 = 6,90 
12 38 226,84 6,89 
12 48 333,75 6,91 


reduziert, die durchschnittliche Minutenventilation des 21',stiindigen 
Versuchs 4 betrug unreduziert 690,20 ccm, reduziert 628,60 ccm. 

Die Probeentnahme erfolgte tiber Quecksilber durch die Abnahme- 
stelle der Gasuhr (a) in der beim Zuntz-Geppert-Apparat iiblichen Weise, 
die auch aus der Abbildung zu ersehen ist. Es wurde diese Anordnung 
gewahlt, da bei dem geringen C O,-Gehalt von durchschnittlich 0,5 % der 
ventilierten Luft die Probeentnahme iiber Quecksilber zuverlassigere 
Werte liefert. Zur Analyse der Probe stand ein Haldane-Apparat zur 
Verfiigung, der 50 ccm faBte und wegen seiner genauen Eichung sehr 
zuverlissige Resultate lieferte. Die Doppelanalysen lagen gewohnlich 
nicht mehr als 1% des CO,-Wertes auseinander, d.h. bei einem CO,- 
Gehalt von 0,5%, z. B. durften sich die gefundenen Werte nur um 
0,005 °% unterscheiden. Die gréBtméglichste Genauigkeit des Zuntz- 
Geppert-Analysenapparats betrigt 0,01°%, also die Hialfte des Haldane- 
Apparats. Wenn man den Gasanalysenapparat von Zuntz-Geppert zur 
Analyse verwenden will, mu8 man nur dafiir sorgen, daB die Venti- 
lation so langsam vor sich geht, daB der Prozentgehalt an CO, in der 
Tierkammer und damit der Luftprobe auf 1°% steigt, was man durch 
Probieren ohne Schwierigkeit erreichen kann. Dann betragt der 
Analysenfehler ebenfalls nicht mehr wie 1%, es wird also dieselbe 
Genauigkeit erreicht wie mit dem Haldane-Apparat. 

Hat man keine feuchte Gasuhr zur Verfiigung, so kann man auch 
die von Zuntz') angegebene transportable Vorrichtung mit einer 
trockenen Gasuhr benutzen. Diese wird man am besten mit Hilfe einer 
Wasserstrahlpumpe, oder, indem man sie entsprechend auf eine Seite 
legt, daB die Achse wagerecht liegt, durch die Pendeluhr, wie oben 
angegeben, betreiben. Im Gegensatz zu der Wassergasuhr passiert bei 


1) Héhenklima und Bergwanderungen. Berlin 1906. 
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der trockenen die Luft vor dem Eintritt in dieselbe eine Mischtrommel, 
aus der heraus die Probe entnommen wird. In vielen Versuchen hat 
sich herausgestellt, daB bei dem langsamen und gleichmabigen Luft- 
strom die Durchmischung der Luft in der Trommel eine ungeniigende ist. 
Da die Luft nur durch die Mitte streicht, an den Wandungen aber 
stagniert, erhalt man bei der Probeentnahme durch den vorhandenen 
Ansatzstutzen leicht falsche Werte. Dies laBt sich mit Sicherheit da- 
durch vermeiden, da man bei Verwendung einer trockenen Gasuhr die 
Probe dicht hinter dem Respirationskasten entnimmt (Abb. 1. Neben- 
figur). Zu diesem Zwecke geniigt es, ein Glasréhrchen, das mit einem 
kleinen Ansatzstutzen versehen ist, vor der Gasuhr einzuschalten. Das 
Glasrohr ist zweckmabig rechtwinklig gebogen und der Ansatzstutzen in 
dem rechten Winkel angebracht. Dadurch erreicht man, daB an dieser 
Stelle ein Luftwirbel entsteht, der eine gute Durchmischung der vorbei- 
streichenden Luft gewahrleistet. Bei der Wassergasuhr ist diese Ab- 
knickung, wie aus der Abbildung (a) zu ersehen, von vornherein vor- 
handen. 

Wie schon oben erwahnt, kontrollierte Fridericia bei seinem Apparat 
die O,-Bestimmung, indem er den O,-Verbrauch auf zwei Wegen er- 
mittelte. Da eine Kontrolle des O,-Verbrauchs bei der vorliegenden 
Apparatur nicht méglich ist, wurde in einigen Fallen die CO,-Abgabe 
auf doppelte Weise bestimmt, nimlich durch die Gasanalyse des Teil- 
stroms und die Absorption im Hauptstrom. Zu diesem Zwecke wurde 
zwischen Tierbehalter und Gasuhr ein Chlorcalciumréhrchen zur Wasser- 
und ein Natronkalkréhrchen zur CO,-Absorption eingeschaltet, das 
in seinem letzten Viertel mit Chlorcalcium zur Bindung des vom Natron- 
kalk abgegebenen Wassers gefiillt war. Da vor Beginn des eigentlichen 
Versuchs eine Zeitlang ventiliert werden mubte, wurde um die Ab- 
sorptionsrohrchen ein Umgehungsschlauch gelegt, so dab durch Betatigen 
entsprechender Klemmen der Luftstrom durch die GefiBe oder, um 
dieselben geleitet werden konnte. Durch Wiegen des Natronkalkrohres 
vor Beginn und nach Beendigung des Versuchs wurde das Gewicht 
der wahrend der Versuchszeit produzierten CO, gefunden. Das Gewicht 
des gefiillten Rohres wurde so gewahlt, daB es noch auf einer chemischen 
Wage bis auf 0,2 mg Genauigkeit gewogen werden konnte. Das Volumen 
der absorbierten CO, muBte natiirlich zu dem an der Gasuhr abgelesenen 
Volumen addiert werden, ebenso wie in jedem Falle das Volumen der 
Probe, um eine Rechnung mit den durch die Gasanalyse gefundenen 
Werten zu gestatten. Es eriibrigt sich, zu erwihnen, da in diesen 
Fallen die Gasabnahme vor den Absorptionsréhrchen in der oben bei 
der trockenen Gasuhr angegebenen Weise erfolgen mub. 

Der Gang eines Versuchs ist folgender: Das Versuchstier wird auf 
1 g genau gewogen und in den Tierbehiilter verbracht. Will man die 
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CO,-Abgabe doppelt bestimmen, so wird auch das Natronkalkréhrchen 
gewogen und die Verbindungen hergestellt (die Hihne des Chlorcalcium- 
und Natronkalkrohres bleiben geschlossen). Dann wird die Gasuhr in 
Bewegung gesetzt und der Deckel des Respirationskastens nach eventuell 
erneutem Einfetten aufgesetzt. Bevor man nun den eigentlichen Versuch 
beginnt, laBt man die Gasuhr einige Zeit laufen, mindestens 10 Minuten. 
Wahrend dieser Zeit wird das MeBrohr angeschaltet und mehrmals 
gespiilt. Soll der Versuch beginnen, so beachtet man mit der Stoppuhr 
den Zeiger der Gasuhr, und stoppt, sobald die Gasuhr eine ganze 
Literzahl anzeigt; die Zahl merkt man sich und klemmt sofort den 
(Umgehungsschlauch um die AbsorptionsgefaBe mit einer Springklemme 
ab, wihrend man die Hihne der letzteren 6ffnet. Um dies schneller 
vornehmen zu kénnen, ist es empfehlenswert, dieselben bis auf den 
ersten schon vorher zu 6ffnen, so da} man in dem Augenblick nur einen 
umzudrehen hat. Dann tragt man die absolute Zeit des Versuchs- 
beginns, die man nach dem Stand der Stoppuhr zuriickrechnen kann, 
in das Protokoll ein, ebenso den Stand der Gasuhr und den der Thermo- 
meter im Tierbehailter und in der Gasuhr. Nachdem nun noch der 
Hahn zum MeBrohr geéffnet worden ist und man sich iiberzeugt hat, 
daB das Quecksilber gut ausliuft und im ganzen System nicht etwa eine 
Verstopfung eingetreten ist, die man sofort aus dem Stehenbleiben 
der Gasuhr erkennt, lauft der Versuch ohne weitere Bedienung bis zur 
Fiillung des MeBrohres mit Gas ab. Durch Auflegen der endlosen Schnur 
der Entnahmeeinrichtung auf verschieden groBe Schnurlaufscheiben der 
Gasuhrachse kann man die Gasentnahme beliebig lange, bis zu 24 Stunden, 
ausdehnen. Im letzteren Fall verwendet man dann besser gréBere 
Gassammelrohre, um das Verhaltnis zwischen Haupt- und Teilstrom 
nicht zu weit zu spannen. Soll der Versuch beendet werden, stellt 
man in dem Augenblick, in dem die Stoppuhr die ganze Minute zeigt. 
den.Motor usw. ab und liest Gasuhr, Thermometer usw. ab. Dann werden 
die Hihne des MeGBrohres und der Réhrchen geschlossen, die letzteren 


gewogen und die Probe analysiert. 


Tabelle Ill. 


Bestimmung des Grundumsatzes bei einem Hamster. 





= #2 Pro Minute * ae § 
Nr. Dauer Vous. $3 z eo. - Gew Rent tia 2 = 
; pro Min. Bee lO 9 RQ. am 
Min ise <4 | as 2 1 CO, O» P absolut) pro kg 2 
1 180 595,83 0,435 | 0,628 2,593 3,742 0,69 136 17,41 128,05 33. 
2) 120 962,43 0,359 0,490 2,740 3,736 0,73 136 17,57 129,17, 2& 
3 90 1350.40 0,221 | 0,302 2,988 4,078 0,73, 152 19,18 126,16 25% 
4 150 628,60 0,430 | 0,592 2,702 3.722 0,73 134 17,50 130,50 “0° 
5 30 574.90 0.413 0.600 2374 3.449 069 125 16.05 12842 —7% 
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Am Hamster, der sich als Versuchstier sehr gut eignet, da er als 
Nachttier am Tage auch im Respirationskasten zu schlafen pflegt, 
bestimmte ich in den 5 Versuchen der Tabelle II] den Grundumsatz. 
Die erhaltenen Werte fiir den Respirationsquotienten und die Uber- 
einstimmung der aus dem QO,-Verbrauch errechneten Kalorien- 
produktion pro Kilogramm an den verschiedenen Tagen ist ein 
Beweis fiir die Genauigkeit der Methode. 

Als noch kleineres Versuchstier benutzte ich eine weiBe Ratte, 
bei der ich zunichst ebenfalls den Grundumsatz feststellte. Die hierher 
gehérenden Versuche sind in der Tabelle [V zusammengestellt. Auch 
dieses Tier verhielt sich wie der Hamster in allen Versuchen unbeweglich 
im Schlaf. Die Ubereinstimmung der gefundenen Werte ist eine ahnlich 
gute wie beim Hamster. 


Tabelle IV. 
Bestimmung des Grundumsatzes bei einer Ratte. 





4x2 | 2 wc Pro Minute 
D Vent =o° “Ss? : ae : ( gecal. pro Min. 
auer : %e 3 os ew. 
Nr. pro Min. oF 8) Qr§g RQ. 4 
ase | eek 
! = | Oo >O. On | 
Min. ee ths 2 | Osa CO. 2 ii g absolut pro kg 


6 60 651,20 0,395 0,587) 2,570 3,823) 0,67 110 | 17,79 161,74 
7 180 571,95 0,404 0,593 | 2,311 | 3.392!) 0,68 96 | 15,79 164,43 
8) 135 588,60 0,417 0,583) 2.453 3,431 |) 0,72 97 || 15,99 164,83 
9 40 583,00 0,488 0,610 || 2,552 | 3,556 || 0,72 102 | 16,72 | 163,93 


Das Verhalten des respiratorischen Gaswechsels in verschiedenen 
Stadien der EiweiBverdauung zeigen die Versuche der Tabelle V. Da 
das verabreichte Fleisch sehr fettreich war und das Fett anscheinend 
zuerst angegriffen wurde, ist in den Versuchen kurz nach dem Fressen 
eine Anderung des Respirationsquotienten noch nicht vorhanden, der 
erst einige Stunden spiter auf 0,80 steigt. Aber auch schon in den 
ersten Versuchen ist die vermehrte Kalorienproduktion deutlich. 


Tabelle V. 








- an >, : - a 
, 52 Pro Minute seal. pro Min. | = 2g 
ide Vent. a3° com G sd I «§ 8 
Nr. | 78uer) oro Min. ARE RO.| ~~" sas 
eS . 575 
S88 ico loo ig || 222 
Min. com Ona) CO O» g absolut pro kg a * 





10 60 644,45 0,565 0,789 3.640 5,085 0,72 110 23.85 216.79 4 
ll | 45 584,30 0,504 0,695 2,943 4,060 0,72 100 19,09 190,94 } 
12, 15 1020,70 0,278 0377 2,842 3,848 0,74 102 1819 17833 1 
13) 61 622,00 | 0,504 0688 3,133 4,279 0.73 98 20,18 205,87 1 
14) 66 618,10 0455 0614 2814 3.795 0,74 98 17,94 183,05 1h 
15 44 591,30 0,539 0,731 3,186 4,322 0,74 96 2043 212,83 2 

16 44 590,80 0,526 0.677 3,107 4,000 0,80 100 19,20 192,03 3 

17 45 531,40 0,664 0.828 3,527 4400 0,80 101 21.13 209.16 3% 
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In der Tabelle VI sind Versuche wiedergegeben, bei denen die 
Ratte vorher nur Kohlenhydrate erhalten hatte; sie bekam vor dem 
Versuch entweder Zucker, Brot oder Reis. Trotz verschieden langer 
Versuchsdauer wurde in jedem Falle ein Respirationsquotient ge- 
funden, der der Einheit sehr nahe lag. 





Tabelle VI. 
G22 a Pro Minute , N 
a iii Vent. <3, ase prey ins gecal. pro Min. 
Ne. pro Min. | OF &€ ARSE ait RQ. ey Re Z 
nas -y = 
oss | AEs . " , 
_ Min. ccm 5 2 | O-@ | CO, O2 g absolut pro kg 





18 45 808,50 0,414 0,412 | 3,362 | 3,331) 1,009 96 16,81 175,15 
19 48 596,47 0,497 0,497 2,964 2,964 1,000 98 | 14,96 152,66 
20 20 593,00 0,504 0,507 2,937 2,956 0,993 100 14,90 14895 
21 81 583,40 0,619 0,621 3,610 3,622 0,997 106 18,28 172,47 
22 | 135 576,30 0,696 0,691 4,012 3,982.) 1,007 123 | 20,10 163,41 
23, «150 567,23 | 0,799 | 0,789 | 4,531 | 4,475 | 1,012 | 105 22,59 215,14 


Wenn man mit Danoff (|. c.) die in den Versuchen gefundenen 
Respirationsquotienten mit den der gereichten Nahrung entsprechen- 
den vergleicht, so findet man eine sehr gute Ubereinstimmung. 
Wiahrend beim niichternen Tier die respiratorischen Quotienten 
zwischen 0,67 (in diesen Versuchen hatten die Tiere mehrere Tage ge- 
hungert) und 0,73 liegen, tritt sowohl nach EiweiB- und Kohlen- 
hydratfiitterung ein Ansteigen des Respirationsquotienten auf den 
der Nahrung entsprechenden Wert ein. Die Ergebnisse dieser 
Versuche kénnen also als Beweis fiir eine geniigende Genauigkeit der 
Methode angesehen werden. 





Tabelle VII. 
Vv C Ox:Gehal Pan | ne ean | Differenz 
: Tent. * Oo-Gehalt erechnet || absorb. CO; nz 
Nr,||Dawet) i. dieser Zeit | im Teilstrom | COyGesamt: || “" ls 

produktion 

UL Min. — | ere Se ———— = ——— vi a 0 
7. 180 102,95 0,404 416,04 | 820 417,314 1,27 +031 
21 81 47,25 0,619 292,39 572 291,72 — 0,67 — 0,23 
23 | 150 | 85,08 0,799 679,70 1332 677,97 -+- 1,73 — 0,25 


Wie schon oben beschrieben, ist mit dem Apparat eine doppelte 
Bestimmung der Kohlensiureausscheidung leicht zu bewerkstelligen. 
Die Versuche 7, 21 und 23, in denen ich eine derartige Doppelbestimmung 
vornahm, sind in der Tabelle VII nochmals mit den nétigen Daten 
ausgefiihrt. Aus der guten Ubereinstimmung der Doppelbestimmungen 
der CO, geht deutlich hervor, dag die angewandte Methode der Teil- 
stromabnahme auch in dieser Zusammenstellung beim kleinen Tier allen 
Anforderungen, die man an die Genauigkeit einer Methode stellen mup, 
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Verwendbarkeit des Zuntz-Geppert-Apparates usw. 


geniigen diirfte. Da die Genauigkeit der CO,-Bestimmung eine so vor- 
ziigliche ist, kann kein Zweifel bestehen, dap auch der gefundene O, dem 
wirklichen Verbrauch entsprechen muf. Denn der Vorwurf, dap dic 
gasanalytische Sauerstoffbestimmung iiber die Kohlensdure und den 
Stickstoff eine indirekte und somit ungenaue ist, wird dann hinfallig, 
wenn der durch die Gasanalyse berechnete Kohlenstiurewert durch eine 
Wdgung der insgesamt produzierten Kohlensture bestatigt wird. 


Zusammenfassung. 
Es werden Versuche angegeben, die zeigen, daB der Zuntz-Geppert- 
Apparat bei geeigneter Anordnung auch bei kleinen Tieren eine genaue 
Bestimmung des respiratorischen Gaswechsels gestattet. 











Uber die Mobilisation der Mineralstoffe und des Stickstoffs 
aus Holz und Rinde beim friihjahrlichen Austreiben. 


Von 
August Rippel. 


(Aus dem agrikulturchemischen und bakteriologischen Tnstitut 


der Universitat Breslau.) 


(Eingegangen am 15. November 1922.) 


Kiirzlich habe ich gezeigt!), da bei dem Austreiben von Zweigen 
im Friihjahr, bei Verhinderung einer Zufuhr von Nihrstoffen, Stickstoff, 
Phosphor, Kalium in betrichtlicher Menge, Magnesium, Natrium in ge- 
ringeren Mengen, Calcium, Chlor, Schwefel nicht oder nur in sehr geringen 
Mengen aus dem Stamm mobilisiert und in die austreibenden Blatter 
und Zweige transportiert werden, woraus sich also die Dreiteilung in 

stark mobilisierbare....... . (K, P, N) 

schwicher mobilisierbare. . . . . . (Mg, Na) 

stabile Milemente...6s- bo. ia ss 5 Ca, 8, Ch 
ergab (S. 143). Es waren damit altere Untersuchungen zum Teil bestatigt, 
zum Teil berichtigt und jedenfalls mit der angegebenen verbesserten Me- 
thodik teilweise richtiggestellt worden. Es wurde dort 8. 135 darauf hin- 
gewiesen, daB auch die Frage, wieweit Rinde und Holz an dieser Mobilisation 
beteiligt seien, nur von Schroeder®) dahin beantwortet worden war, dafi N 
und P zu gleichen Teilen aus Stammholz und Stammrinde, K und Mg 
erheblich mehr aus dem Holz gelést wiirden. Im iibrigen braucht auf 
altere Literatur, soweit sie hier iiberhaupt in Betracht kommen konnte, 
nicht eingegangen zu werden, da, wie schon in der friiheren Arbeit betont, 
bei allen diesen Untersuchungen die Zweige im Verbande ihrer. Pflanze 
blieben, somit nicht gesagt werden kann, wieviel der untersuchten Stoffe 
aus dem Stamm und wieviel aus dem Boden stammt; auBerdem fehlen 
oft absolute Werte und die Angaben beziehen sich nur auf Prozentgehalt 
in der Trockensubstanz. 

Es schien von Interesse, auch diese Frage mit verbesserter Methodik 
erneut zu priifen. Es zeigte sich denn auch, daB diese Feststellungen 
von Schroeder jedenfalls nicht verallgemeinert werden diirfen, da sich 
hier, z. B. in Hinsicht auf das Kalium, ganz andere Verhiiltnisse heraus- 
stellten, nimlich eine Speicherung in dem Holz wihrend der Mobilisation. 
Inwieweit jedoch die vorliegenden Ergebnisse allgemeinere Giiltigkeit 
beanspruchen kénnen, kann selbstverstiindlich ebenfalls nicht ent- 


1) Diese Zeitschr. 118, 125, 1921. 
2) Forstchemische und pflanzenphysiologische Untersuchungen, Heft 1, 
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schieden werden. Sie gelten vorerst nur fiir das betreffende Material, 
einjihrige Zweige von Sambucus nigra L. und fiir den Fall, daB die 
Nahrstoffaufnahme von den ilteren Partien der Zweige und des Stammes 
und von den Wurzeln her ausgeschaltet ist. 

Die Versuche wurden angestellt wie in der friiheren Arbeit angegeben. 
Es wurden hier sechs méglichst gleichmaBige Portionen einjahriger, frisch 
geschnittener Zweige von Sambucus nigra von je 19 Zweigstiicken im 
Portionsfrischgewicht von 536 bis 540g eingeteilt, von denen drei sofort 
getrocknet wurden, nach der Trennung von Holz und Rinde durch sorg- 
faltiges Abschaben, wihrend die drei anderen Portionen in destilliertes 
Wasser gestellt wurden, so da8 sie austreiben konnten. Danach wurden 
sie wie die anderen behandelt. Dauer des Versuchs vom 2. Mirz bis 
21. April 1921. Fiir jede Behandlungsweise waren also drei Parallelen vor- 
handen. Die Trockensubstanzbestimmung ergab in Grammen (Tabelle I): 


Tabelle I. 





Rinde Holz Rindenabnahme Holzabnahme 
unauss auss unaus: auss absolut absolut 
getrieben getrieben getrieben getriebcn y Op Pt of, 

l 60.3 49.8 176,1 172.3 95 15.9 13.5 7.6 

2 60,1 515 177,1 152.4 + 062+ 1,0/\+ 4,23 + 25 
3 58.8 49.4 176.2 164,2 
Im Mittel 59,7 50,2 176.5 163,0 
£038 , £050 +026 +422 


Die ausgefiihrten Analysen finden sich in Tabelle Ll zusammen- 
gestellt, und zwar, aus Riicksicht der Raumersparnis, gleich auf die 
allein verwendbaren absoluten Zahlen (Gramm pro Portion) ausgerechnet. 
Tabelle III gibt dann weiterhin eine Ubersicht der beobachteten 
Differenzen mit den nach dem Fehlerfortpflanzungsgesetz berechneten 
wahrscheinlichen Schwankungen. Es mége zunichst das Gesamt- 
resultat der mobilisierten Stoffe (also Rinde -+ Holz; Tabelle III, 
letzte Spalte) verglichen werden mit den in meiner friiheren Arbeit 
erhaltenen Ergebnissen. Man sieht diese durchaus bestiatigt: eine 
deutliche, starke Abwanderung von Kalium, Phosphor, Stickstoff, 
ein Gleichbleiben bzw. nicht nachweisbares Abwandern von Magnesium, 
Natrium, Calcium!), Chlor, Schwefel. Dal eine Abwanderung von 
Magnesium hier nicht nachgewiesen werden konnte, liegt an dem einen 
merkwiirdig hohen aber sicherlich nicht normalen Ergebnis (Tabelle 11. 
Rinde Nr. 1, ausgetrieben), das jedoch bei Kontrolle ebenso gefunden 
wurde. Eine Erklirung hierfiir kann nicht gegeben werden. 


1) Es mag allerdings nicht unerwahnt bleiben, daB man mit der Ab- 
wanderung allerdings relativ geringer Ca-Mengen unter Umstinden zu 
rechnen haben wird, um so mehr, als gerade die Ca-Zahlen stets mit einer 


ziemlich groBen Schwankung behaftet sind. Vgl. dazu auch 5S. 525. 
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Tabelle 11. 
Rinde Holz Zusammen 
unaus- aus. unaus- aus. unauss aus-s 
getrieben getrieben getrieben getrieben getrieben getrieben 
CaO . alk 0.929 0,878 0.352 0,305 —_ — 

2 | 0,799 0,767 0,347 0,290 os os 

3 0,790 0,833 0,326 0,259 — — 
Mittel 0,840 0,826 0,342 0,285 1,182 L111 

+ 0,036 | + 0,024 + 0,006 + 0,016 + 0,037 + 0,030 
MgO. we 0,560 0,653 ? 0,275 0,224 — _— 

2 0,547 0,517 0,285 0,189 = ae 

3 0,532 0,560 0,307 0,230 — — 
Mittel 0 546 0,577 0,289 0,214 0,835 0,791 

+ 0,006 + 0,031 + 0,007 +0,010 + 0,009 + 0,033 
K,O. .1 1,206 0,940 0,199 0,248 fone am 
2 1,339 0,984 0,204 0,259 — — 
ae 3 1,305 0.910 0,210 ie 0,264 — _— 
Mittel . 1,283 0,945 0,204 0,257 1,487 1,202 
+ 0,031 +0016 | + 0,002 | + 0,004 | + 0,032 +0017 
Na,O | 0,084 0,080 0,113 0,121 — — 

2 0,118 0,096 0,073 0,070 — a 
bie De oe 0,062 0,089 0,074 0,122 = —- 
Mittel 0,088 | 0,088 | 0,087 0,104 = 0.1750, 192 

+0012 £0,003 +0011 +0014 +0016 +0014 
P,O; . | 0,438 0,291 0,348 0,236 — 

2) 0,436 0,307 0,356 0,230 ans - 

3 0,438 0,297 0,337 0,248 | a= 
Mittel 0,437 0,298 0,347 0,238 0,784 0.536 

+ 0,001 +0003  +0,004 + 0,004 | + 0,004 + 0,005 
N Rae 1,994 1,384 0,757 0,658 — — 

2 1,860 1,421 0,766 0,645 — —_ 

LE nals 3 i 1,808 1,378 0,700 0,690 _ — 

Mittel 1,887 1,394 0,774 0,664 2.661 2.058 
+ 0,043 +6011 + 0,010 |_+0,010 +0044 +0015 

so, _1) 0.289 0,256 0,167 0,224 ms mn 

2 0,278 0,246 0,168 0,171 — —- 

3 |__ 9,268; 0,263 | 0,197 | 0,197 =e 
Mittel 0,278 0,252 0,177 | 0,197 0,455 0.449 
+0004 +0002 +0008 |+0011 +0009 +0011 

Cl pe | 0,022 0,021 0,019 0,032 — — 

2 0,017 0,025 0.021 0,021 a a 

3 0,019 0,022 0,023 0.023 wns — 
Mittel 0,0193 0.0227) 0,021 0,0027 0,040 | 0,050 

+ 0,0010 + 0,0010 + 0,0010 + 0,0020 + 0,0014 + 0,0023 


Wichtiger ist nunmehr fiir uns der Vergleich von Holz und Rinde, 
deren Zahlen, wie man sieht, durchaus nicht mit diesem Gesamtbild 
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Tabelle 111. 
Differenzen, ausgetrieben gegen unausgetrieben. 
(Rechts unter jeder Zahl ist jeweils das Vielfache der wahrscheinlichen 
Schwankung angegeben.) 





Rinde Holz Zusammen 

CaO ... —0014 + 0,044 — 0,057 + 0,017 — 0,071 + 0,045 
0,3 34 1,6 

MgO ... +0,031 + 0,032 — 0,075 + 0,012 — 0,036 -+ 0,033 
1,0 6,3 1,1 

K,O .. . 0,338 + 0,035 + 0,053 + 0,004 — 0,288 + 0,036 
9,7 13,3 8,0 

Na,O ... — — + 0,017 + 0,017 +-0,017 + 0,017 
— 1,0 1,0 

P,O; —0139 + 0,004 — 0,109 + 0,005 — 0,248 + 0,006 
34,8 21,8 41.3 

N.....| —0,439 + 0,044 — 0,110 + 0,014 — 0603 + 0,046 
11,2 7.9 13,1 

SO,....  —0,026 + 0,0045 +- 0,020 + 0,014 — 0,006 + 0,015 
5,8 1,6 0,4 

A eee ee eas + 0,00384 + 0,0014 + 0,006 + 0,0024 + 0,0094 + 0,0028 
2,4 2,5 3,3 


in allen Fallen iibereinstimmen. Was zunichst den Phosphor betrifft, 
so sehen wir einen gleichen Prozentgehalt der Anfangsmenge bei beiden 
mobilisiert: 31,8°, in Rinde, 31,4°% im Holz. Auf die verschiedenen 
Phosphorsaiureformen wird weiter unten noch eingegangen werden. 
Beim Stickstoff betragen die entsprechenden Zahlen 26,1 und 14,2 %. 
DaB hier aus dem Holz prozentual erheblich weniger Stickstoff mobili- 
siert wird als aus der Rinde, erklirt sich aus dem Stickstoffarmut des 
Holzes (0,420% gegen 3,112°% in der Rinde; vgl. Tabelle VII). Kin 
ganz anderes Bild zeigt jedoch das dritte leicht mobilisierbare Element, 
das Kalium. Mobilisation von 26,4 % in der Rinde, Zunahme um 28%, 
im Holz, welche Zunahme durch die wahrscheinliche Schwankung (wenn 
auch nicht vielleicht ganz in dieser Héhe, méglicherweise aber auch 
noch in gréBerer Hohe) durchaus gesichert ist (die Differenz betriagt 
laut Tabelle III] das 13,3fache der wahrscheinlichen Schwankung). 
Durch weitere Kontrollanalysen wurde ferner jeder Verdacht einer 
etwaigen Probenverwechslung zerstreut. 

Magnesium wurde aus dem Holz ebenfalls zu 26°, mobilisiert; die 
sehr wahrscheinlich auch in der Rinde stattgefundene Mobilisation 
tritt wegen der einen oben schon erwihnten abnorm hohen Zahl nicht 
in Erscheinung. Natrium ist innerhalb der Fehlergrenzen gleichge- 
blieben. 


carers * 
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Calcium ist in der Rinde innerhalb der Fehlergrenzen ebenfalls 


gleichgeblieben, wahrend im Holz eine sehr kleine Abnahme méglich 
ware, die aber immerhin noch sehr unsicher bleibt, da die Differenz nur 
das 3,4fache der wahrscheinlichen Schwankung betragt. Da jedoch 
auch diese Zahlen das Mittel aus mehreren weiteren Kontrollanalysen 
sind, die gleichsinnig ausfielen, so erscheint die Méglichkeit nicht aus- 
geschlossen, daB durch die im Holz erfolgte Kalispeicherung etwas 
Calcium aus dem Holz abgedriingt worden ist, das sonst stabil geblieben 
wire. Daf dies tatsiichlich méglich ist, kann hier nur kurz angedeutet 
werden; ich werde in einer spiteren Ver6ffentlichung auf diese Frage 
besonders eingehen. 

Auch Chlor ist innerhalb der Fehlergrenzen gleichgeblieben. Dic 
unwesentliche Zunahme erklart sich ohne weiteres aus der Unméglichkeit 
der genauen Bestimmung der sehr geringen Mengen. Schwefel ist im 
Holz gleichgeblieben, in der Rinde scheint die Menge etwas abgenommen 
zu haben; doch handelt es sich hier ebenfalls nur um sehr geringe Mengen, 
was die Unsicherheit zweifellos sehr erhdéht. 

Alles in allem diirfte das Bild in Rinde und Holz im groBen und 
ganzen das gleiche sein wie es sich fiir die ganzen Zweige herausgestellt 
hat. Nur fallt véllig aus diesem Rahmen die unzweifelhaft eingetretene 
Kalispeicherung in dem Holz. 

Bevor jedoch auf diese Frage noch weiter eingegangen wird, sollen 
noch einige Analysen mitgeteilt werden, die tiber die urspriingliche 
Bindungsform der mobilisierten Kationen AufschluB geben sollen, ob 
also einfach vorhandene anorganische Verbindungen abtransportiert 
werden!). Es wurde friiher fiir die Zweige von Salix festgestellt, dal 
dies dort offenbar nicht der Fall war, da weder SQ, noch Cl abnehmen. 
somit keine Sulfate oder Chloride abtransportiert waren. Betrachten 
wir den vorliegenden Fall, so kommt ebenfalls ein Abtransport von 
Chloriden nicht in Frage, da Chlor nicht abnimmt. Ferner kommen 
auch Sulfate im Holz gar nicht, in der Rinde kaum in Betracht. Denn 
selbst wenn wir, was nicht wahrscheinlich ist, annehmen wiirden, da} 
die in der Rinde gefundene abgewanderte Menge von 0,036g¢ SO, 
urspriinglich als Sulfat vorhanden und in dieser Form abgewandert 
sei, welche Abwanderung jedoch, wie oben betont, durchaus unwahr- 
scheinlich ist, so wiirde diese Menge lediglich 0,030 g K,O als K,S0O, 
entsprechen, wihrend 0,338 g abgewandert sind. Unter keinen Um- 
stiinden spielen also Sulfate quantitativ eine Rolle. 


1) Um etwaigen Mi®Bverstindnissen vorzubeugen, sei nochmals aus- 
driicklich betont, daB ich hierunter nicht etwa verstehe, in welcher Form 
die Kationen wandern, sondern in welcher urspriinglichen Bindung sie 
in den nicht ausgetriebenen Zweigen vorhanden waren und ob sie von 
dort direkt als urspriinglich vorhandene anorganische Salze abwandern. 














dre awietcoeo nanan 


ot eacgpainattin 








Mitt 


Mitt 

















Mobilisation der Mineralstoffe und des Stickstoffs usw. 523 


Es blieben also auch hier lediglich Phosphate tibrig, wenn urspriing- 
lich anorganisch gebundene Kationen bei der Mobilisation auswandern. 
Hier liegen allerdings die Verhaltnisse hinsichtlich der Phosphorsiure 
etwas anders als bei meinen friiheren Versuchen mit Salix. 


Tabelle IV. 





Absolute Menge der verschiedenen Phosphorsiiureformen. 

: | Rinde Holz Zusammen 

: bi bi b 

| naus- aus. ors unaus- aus- arte aus+ Se regan 
i | aattaben getricben aot getrieben getrieben et | aodliban pa ~ — 
3 | ) ) ) 

a7 

; 1. Gesamt-P, O,. 

‘ 0,437 0,298 31,8 0,347 0,238 | 31,4 || 0,784 0,536 31.6 
\ + 0.001 + 0,003 + 0,004 + 0,004 + 0,004 + 0,005 

/ 2. P,O; léslich in 1 proz. Essigsiure. 

i 1 0,257 0,184 — 0,243 0,150 | — _ _ _ 

; 2 0,248 0,190 — 0.234 0,165 -- -- — - 

i 3 0,280 0.175 cs 0,238 0,169 — _ _ 

; Mittel (),262 0.183 30,1 0.238 0,161] 32.0 0,500 0,344 31,1 

i + 0,0074 + 0.0032 + 0.0018 + 0,0046 + 0.0076 + 0,0056 

: 3. P,O; direkt aus Essigsaiure fillbar. 

; l 0,236 0166 — 0,123 0,076 — _ _ . 

; 2 0,207 0,164 — 0,136 0,081 — — a = 

3; 0238 | 0166; — 0.132 0097 — — -- - 

| , 


| Mittel 0,227 0,165 | 27,3 0,130 0.085 34.5 0,357 0,250 30.9 





+ 09,0080 + 0,0006 + 0,0030 + 0,0050 + 0,0085 + 0,0050 


4. P,O, organisch in Essigsiure loslich (Phytin ?). 
0,035 0,018 | 48,6 0,108 0,076 | 30.0 0,143 0,094 34,2 
5. P,O, in 1 proz. Essigsiure unléslich [Eiweif-P + Lecithin-P}*). 
0,180 0,114 36,7 0,104 0,088 | 15,4 0,284 0,202 | 28,9 


Gesamtphosphorsiure gleich 100 gesetzt betragen: 


1) 100 100 —' 1 100 100 — 1300 100 
2 60,0 61,4 — 686 67,6 sas, on 64,2 
3. 519 55,4 ai EA 35,7 — | 485 46.6 
4 80 6,0 oe 39,0 — | 162 17,5 
5) 41,2 38,3 — | 300 370 — | 962 37,7 


Die iiber die Bindungsform der Phosphorsiure ausgefiihrten Analysen 
zeigt Tabelle 1V; die Trennung der Phosphorsiureformen geschah 
durch Lisung in Essigsiiure und direkte Fallung mit Ammonium- 
molybdat nach bekannter Methode [vgl. meine Zusammenstellung |’). 


1) Lecithinphosphor wurde, da es sich nur um sehr geringe Mengen 
handelt, nicht bestimmt. 
2) Diese Zeitschr. 108, 163, 1920. 
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Hierbei ist einiges auffallend. Zuniachst ist zu beachten, daB der 
Prozentgehalt der mobilisierten Phosphorsaure bei allen Phosphorsiure- 
formen der gleiche ist mit rund 30%. Eine Ausnahme scheint die 
organisch gebundene essigsiurelésliche Phosphorsiiure (Phytin ¢) in der 
Rinde mit 48,6% zu machen, was jedoch wohl nur daher kommt, weil 
hier, wie Tabelle IV zeigt, die absoluten Mengen sehr gering sind, so daB 
die Bestimmung, die hier ja aus der Differenz 2 zu 3 berechnet wird, 
unsicher sein muf. Ein gleiches gilt von der essigsiureunléslichen 
Phosphorsiure (Eiweib-Lecithin-Phosphor) im Holz, die aus der 
Differenz 1 und 2 berechnet wird. Im iibrigen ist jedoch diese Uber- 
einstimmung sehr auffallend. Es deutet dies ganz augenscheinlich 
darauf hin, daB zwischen den verschiedenen Phosphorsiureformen ein 
bestimmtes und einigermaBen konstantes Verhiltnis bestehen diirfte, 
ein bestimmter Gleichgewichtszustand, der auch bei der Mobilisation 
erhalten wird. Wenn also anorganische Phosphorsiure weggefihrt wird, 
wird aus organischer Bindung weitere anorganische frei werden kénnen 
oder miissen. Gerade dieser Punkt scheint mir von einiger Bedeutung 
zu sein; es wird gleich auf ihn nochmals zuriickzukommen sein. 

Weiterhin fallt bei den hier mitgeteilten Analysen auf, daB die 
urspriinglich anorganisch gebundene Phosphorsaure hier sehr viel héher 


ist als bei meinen friiheren Versuchen mit Salix. Nimlich 45,5°%, der 
Gesamtphosphorsiure in den nicht ausgetriebenen, 46,6°% in den aus- 
getriebenen Zweigen gegeniiber den entsprechenden Zahlen 1,2 und 
5,5% bei Salix. Ferner enthalt die Rinde sehr viel mehr anorganisch 
gebundene Phosphorsiiure als das Holz, wie aus der Tabelle [V zu 
ersehen ist, wobei aber, wie schon erwihnt, das gegenseitige Verhaltnis 
nach dem Austreiben dasselbe bleibt. 

Da hier sehr viel anorganische Phosphorsiiure vorhanden ist und 
nach den mitgeteilten Analysen auch auswandert, so erscheint es nicht 
nur méglich, sondern gesichert, daB ein Teil der Kationen urspriinglich 
in dieser Form vorhanden war und einfach abtransportiert wird. Denn 
es ist wohl ausgeschlossen, daB freie anorganische Phosphorsiure vor- 
handen ist. Wie groBe Mengen hier in Betracht kommen konnten, sei 
an dem Beispiel vom Kalium gezeigt: 0,248 g abgewanderter P,O; 
wiirden entsprechen 0,327 g K,O in Form von K,H PO, und 0,164 g 
K,O in Form von K H, PO, gegen mobilisiert 0,288 g. Betrachtet man 
die Rinde allein, so stellen sich die Verhaltnisse hinsichtlich der Bindungs- 
méglichkeit des Kaliums bedeutend ungiinstiger, indem den abge- 
wanderten P,O;-Mengen von 0,139 g 0,184g K,O als K,HPO, und 
0,092 g als K H, PO, entsprechen wiirden gegen abgewandert 0,338 g K,0. 

Ein durchaus einwandfreies Bild laBt sich also nicht gewinnen, da 
wir nicht wissen, in welcher Bindung das Kalium mit der Phosphorsiure 
in der Pflanze steht. Doch ist bei diesem Material mit Sicherheit zu 
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sagen, da} ein Teil der Kationen urspriinglich an anorganische Phosphor- 
siure gebunden war. Vergleicht man damit die friiher von mir an Salix 
erhaltenen Ergebnisse, so geht daraus mit aller Deutlichkeit hervor. 
daB in solchen Fallen, in denen die anorganische Phosphorsiure fast 
vollig zuriicktritt, die Bindung von Kationen durch diese eine ganz 
iihnliche sein diirfte, nur da die Phosphorsaiure ihrerseits wieder in 
organischer Bindung, wohl als Phytin oder in ahnlicher Weise steht. 
Sehr wichtig wire hier auch, zu wissen, ob bei solch etwaigem Vorkommen 
von Phytinsiure diese in gleicher Weise wie z. B. in dem Phytin der 
Samen als Ca-Mg-Verbindung vorhanden ist oder etwa als K-Verbindung. 
Wire nimlich Ca in dieser Bindung vorhanden, so miiBte anzunehmen 
sein, da das nicht abwandernde Ca zuriickbleibt; es lige dann die 
weitere Annahme nahe, dab es gegen Kalium ausgetauscht wird. Doch 
sind diese Verhaltnisse noch allzuwenig bekannt, als daB sie eingehender 
diskutiert werden kénnten. SchlieBlich muB dabei auch noch im Auge 
behalten werden, daf auch kleine Mengen von Ca mobilisiert werden 
koénnten, wenn diese auch nicht sehr erheblich sein kénnen. Auch an 
die im EiweiB vorkommende Phosphorsiure kénnten natiirlich noch 
Kationen gebunden sein, woriiber jedoch noch nichts bekannt ist. 

Alles in allem scheint jedoch ein Rest von Kationen zu verbleiben, 
der nicht urspriinglich an Phosphorsiure gebunden sein konnte, wie am 
besten die oben von der Rinde mitgeteilten Zahlen zeigen, was natiirlich 
noch erheblich starker zum Ausdruck kommt, wenn auch das Magnesium 
noch beriicksichtigt wird!). Es ist also zu vermuten, daB noch andere 
organische Bindungsformen fiir die abgewanderten Kationen in Betracht 
kommen, und zwar ist in erster Linie an organische Saiuren zu denken. 

Doch sei vorerst noch auf einen Punkt eingegangen: Es geht aus 
den mitgeteilten Analysen hervor, daB die anorganische Phosphorsiure 
durchaus nicht restlos mobilisiert wird, sondern im Gegenteil nach der 
Mobilisation noch denselben prozentigen Anteil an der Gesamtphosphor- 
siure hat wie vorher. LErinnert man sich weiter der Tatsache, dab 
Sulfate (und Chloride) nicht abtransportiert werden, so laBt sich daraus 
wohl ein wichtiger SchluB ziehen: Offenbar halt die Pflanze diese 
anorganischen Salze sehr fest, bzw. regeneriert dieselben, wo ihr das, 
wie bei der Phosphorsiure méglich ist. Dann mu8 man aber annehmen, 
daB die Pflanze diese Salze als Bestandteile der Zellsaftvakuolen zur 
Erzielung eines gewissen osmotischen Druckes notwendig hat. Denn 
es kann sich, wie das Beispiel der Phosphorsaure zeigt, nicht nur um 
eine exkretitive Ablagerung handeln, die nicht mehr in den Stoffwechsel 
einbezogen werden kénnte. Obwohl diese Rolle der anorganischen 


1) Noch verstarkt wiirden diese Schliisse natiirlich werden, wenn 
auch mit einer nicht unméglichen Abwanderung geringer Ca-Mengen ge- 
rechnet wiirde (vgl. S. 519, Anm. 1). 

Biochemische Zeitschrift Band 135. 34 
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Salze in der Pflanze allgemein bekannt ist, scheint man ihr doch zu 
wenig Beachtung zu schenken, da meist nur die Verarbeitung der an- 
organischen Elemente in Betracht gezogen wird, selten dagegen ihr Vor- 
kommen in rein anorganischer Form. Daf im Zellsaft SO,-lonen sowie 
lonen der anorganischen Phosphorsiure vorkommen ist ebenfalls bekannt, 
wie man aus den bei Molisch!) und Tunmann?) mitgeteilten mikro- 
chemischen Beobachtungen ersehen kann [vgl. auch A. Meyer®), 8. 390). 
Nichts bekannt ist dagegen iiber das quantitative Verhiltnis derselben. 

Einige gelegentlich von mir ausgefiihrte Analysen mégen daher 
an dieser Stelle mitgeteilt werden, die das Gesagte nach der quanti- 
tativen Seite wenigstens orientierend erginzen. Bei den ganzen Pflanzen 
von T'ropaeolum maius betrug der Prozentgehalt der Trockensubstanz 
an CaO 2,772, an SO, 1,264. Von CaO waren 1,896 °%, (also 68,5 °% der 
Gesamtmenge) mit kaltem Wasser extrahierbar und ebensoviel direkt 
aus dieser Lésung mit Ammoniumoxalat fallbar. Von SO, konnten 
aus einem wisserigen Auszug, nach Ansiuern mit Salzsiiure 1,190 °, in 
der Trockensubstanz, also 94,1 °%, der Gesamtmenge direkt mit Barium- 
chlorid gefallt werden, also nahezu die Gesamtmenge; denn die vor- 
stehende Zahl diirfte sich noch erhdhen wenn die Fehler der Extrak- 
tionsmethode (Ausschiitteln mit Wasser, Auffiillen, Bestimmung in 
einem aliquoten Teil) vermieden werden kénnten. Es geht daraus 
hervor, daB hier eine groBe Menge von Sulfaten in der Pflanze vorhanden 
ist und eine organische Bindung des Schwefels hier offenbar quantitativ 
keine groBe Rolle spielt. Ob nun die Schwefelsiure ganz durch Calcium- 
sulfat oder auch durch andere Basen abgesittigt ist, kann hier natiirlich 
nicht entschieden werden. Jedenfalls aber kann es, wie ich frither fiir 
Blatter von Sinapis alba zeigte*), vorkommen, daB, bei einer starken 
Anhaufung von Calciumsulfat, die dort durch Trockenkultur in nahrstoff- 
reicher Komposterde erzielt wurde, es direkt zu einer pathologischen 
Ausscheidung von Calciumsulfat in den Spaltéffnungen kommen kann. 

Tabelle V zeigt weiterhin einige Zahlen von Blattern von Sambucus 
nigra. In der ersten Spalte der oberen Hilfte ist der Prozentgehalt der 
Trockensubstanz, in der zweiten der Prozentgehalt der Trockensubstanz. 
an wasserléslichen Stoffen, in der dritten der Prozentgehalt des Pre{- 
saftes der Blatter (100 ccm) aufgefiihrt. Die Bestimmung der Wasser- 
léslichkeit wurde wie eben angedeutet ausgefiihrt. Der PreBsaft wurde 


aus den vorher in einer Reibschale etwas angequetschten Blattern her- 
gestellt, wobei 475g frische Blitter von einem Trockensubstanzgehalt 


1) Mikrochemie der Pflanze. G. Fischer, Jena 1913. 

*) Pflanzenmikrochemie. Gebr. Borntriager, Berlin 1913. 

3) Morphologische und physiologische Analyse der Zelle. G. Fischer, 
Jena 1920. 

4) Uber den Einflu8 der Bodentrockenheit usw. Beitr. z. botan. 
Zentralbl. 36, 187, 1919. 
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vLi 
von 21,7% 120ccm Saft ergaben, der einen Trockensubstanzgehalt von 
14,54 °, und einen Aschengehalt von 2,23 % (auf 100 cem) hatte. Trocken- 
substanzgehalt der ausgepreBten Blatter 31,8°. In der unteren Halfte 
der Tabelle V sind in Spalte 2 der prozentige Anteil des wasserléslichen 
Stoffes an dem Gesamtgehalt wiedergegeben; in Spalte 3 sind die Zahlen 
derselben Spalte der oberen 'Tabellenhalfte in Prozenten der Gesamtmenge 
in der Trockensubstanz angegeben. 


Tabelle V. 





pet og Wasserloslich Blattprefssaft 
i 3,175 0.281 0.248 
eee 1,930 1.370 0,466 
tS ele 2.805 2 644 0,337 
pe 0,435 0.294 0215 
a) ne 100 8,8 1,32 
i 100 71,0 4,09 
> Saale 100 94,11) 2.04 
BSE Sam 100 67.6 8,37 


Auffallend ist zuniachst die sehr geringe Wasserléslichkeit des 
Kalkes, der: hier also gréBtenteils in schwer léslicher Form vorliegt. 
Dementsprechend sind auch nur geringe Mengen in den PreBsaft iiber- 
gegangen. SO, dagegen, das in dem Gesamtgehalt der Trockensubstanz 
sehr gegeniiber dem Kalk zuriicktritt, erscheint in dem PreBsaft in 
relativ sehr groBer Menge ; und damit stimmt die hohe Wasserléslichkeit 
iiberein. Wir haben also auch hier offenbar den gréBten Teil des 
Schwefels als Sulfat. Auch die im Vergleich zum Kalk erheblich mehr 
wasserléslichen Mg und K treten diesem gegeniiber im PreBsaft sehr 
hervor. Weiterhin ist noch zu bemerken, daB in dem PreBsaft auch 
Phosphorsiure in verhaltnismaBig reichlichen Mengen vorkommt. 
Leider verungliickte die Bestimmung, so da das genaue Ergebnis 
nicht quantitativ mitgeteilt werden kann. Wir kénnen hieraus also 
schlieBen, daB in dem PreBsaft, der sicherlich zu einem groBen Teil den 
Zellsaftvakuolen entstammt, Kationen reichlich in anorganischer Bindung 
als Sulfate und als Phosphate auftreten. Ob wir mit dieser Methode 
allerdings ein quantitativ richtiges Bild bekommen, sei dahingestellt. 
Ferner, daB uns die Wasserléslichkeit eines Stoffes bei Behandlung 
der Trockensubstanz einen wichtigen Anhaltspunkt in dieser Richtung 
gewahrt. Und weiterhin wird dadurch unsere oben ausgesprochene 
Vermutung, daB die bei der Mobilisation nicht wandernden anorganischen 
Salze, wie Sulfate, Bestandteile des Zellsaftes seien, gestiitzt. 


') Diese Zahl wird vielleicht 100 betragen miissen, da Kostychew 
(Zeitschr. f. physiol. Chem. 111, 228, 1920) gefunden hat, daB Kalium 
quantitativ wasserléslich ist. Fehler der angewandten Extraktionsmethode 
(s. oben) dirften hieran schuld sein. Indem obigen Falle von Tropaeolum 
fand ich 94,23°, K,O wasserléslich. 


34 * 
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Es ergibt sich hieraus eine weitere Frage: Es ist ja bekannt und wohl! 
jetzt selbstverstiandlich, daf& der osmotische Druck in der Pflanze nicht 
nur durch anorganische Salze, sondern, und vielleicht oft noch in starkerem 
MaBe, durch Zucker hergestellt wird. Trifft aber nun die obige Annahme 
zu, so muBte daraus eine Wechselwirkung von Zucker und Nihrsalzen 
resultieren, d. h. wenn sehr viel Zucker zur Verfiigung steht, wiirden weniger 
Niahrsalze in dem Zellsaft gebraucht werden. Diese Meinung hat schon 
Pfeffer‘) ausgesprochen, wenn er sagt: .,,[m Bereiche dieser und 
gewisser anderer Partialfunktionen wird ohne Frage 6fters das fiir eine 
bestimmte Funktion unentbehrliche Element durch einen anderen Stoff, 
gelegentlich vielleicht sogar durch eine Kohlenstoffverbindung vertreten.* 
Man wird durch diese Betrachtung zur bekannten Klebsschen Theorie 
iiber die Bedeutung des Verhaltnisses Zucker/Niahrsalzen fiir das Eintreten 
der Bliite gefiihrt. Es erscheint nicht ganz ausgeschlossen, daB die Klebssche 
Theorie somit zum Teil ein etwas anderes Gesicht erhalten kénnte, indem 
namlich bei reichlichem Vorhandensein von Kohlenhydraten das Eintreten 
des bliihreifen Zustands auch dadurch mit herbeigefiihrt wiirde, dal 
eben in diesem Falle auf die gekennzeichnete Weise Nihrsalze verfiigbar 
wiirden. Denn es liegt zweifellos ein gewisser Widerspruch mit der Klebsschen 
Theorie in der Jandwirtschaftlichen Erfahrungstatsache [ein gleiches teilt 
Benecke*®) mit], daB z. B. Phosphorsiure das Eintreten des_bliihreifen 
Zustands sehr beférdert, es sei denn, dai man unter den Nahrsalzen nur 
Stickstoffsalze versteht, auf die ja Klebs*) ein besonderes Gewicht legt. 
Es ware jedenfalls wiinschenswert, dies genauer zu betonen und _ nicht 
mehr ganz allgemein von Nahrsalzen zu sprechen. 


Es wurde oben erwaihnt, daB noch gepriift werden sollte, inwieweit 
-organische Saéuren bei der Mobilisation beteiligt sind. Eine genaue 
quantitative Bestimmung der in der Pflanze vorkommenden organisch 
sauren Salze ist nun aber zurzeit noch nicht méglich. Immerhin wird 
man jedoch erwarten kénnen, daB die Bestimmung der Kohlensiure 
der Asche, bei sehr vorsichtigem Veraschen, einen ungefaihren Anhalts- 
punkt in dieser Richtung liefert. Die in Tabelle wiedergegebenen Zahlen 
geben den CO,-Gehalt in Gramm je Portion an; die Zahlen stellen also 
wiederum absolute Werte dar. 


Tabelle V1. 





Rinde | Holz 
| - 


_unausgetrieben | ausgetrieben | unausgetrieben ausgetrieben 


1 0.995 0,867 0,158 0,181 

2 0,974 0,845 0,159 0,184 

3 0,906 0,914 0,157 0,154 

BN cn a x. 0,875 0,158 | 0,173 
| +0021 + 0,015 +0000 | +0,008 

pp aera — | — 0,083 — + 0,015 
Pn + 0,025 _ + 0,008 


1) Pflanzenphysiologie 1, 405, Leipzig 1897. 
2) Botan. Zeitung 64 (II.), 97, 1906. 
3) Flora-Festschrift Stahl, S. 128. 1918. 
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In der Rinde scheint also eine Abnahme der organischen Sauren 
stattgefunden zu haben, wenn auch die Differenz nur das 3,3fache der 
wahrscheinlichen Schwankung betriigt, somit die Grenze der Sicherheit 
nur eben iiberschritten hat. Unter keinen Umstiinden ist diese Mobili- 
sation organischer Siuren jedoch sehr erheblich. Die Differenzmenge 
von 0,083 g CO, wiirde, wenn wir die einfachste Beziehung COOK an- 
nehmen, 0,089 g K,O entsprechen gegen mobilisiert 0,338. Ob es sich 
bei allen Pflanzen nur um solch geringe Mengen handelt, kann jedoch 
nicht entschieden werden. 

Vergleicht man mit dieser in der Rinde festgestellten Abnahme 
die Zahlen des Holzes, so ergibt sich hier eine geringfiigige Zunahme. 
die jedoch, als innerhalb der doppelten wahrscheinlichen Schwankung 
liegend, ginzlich unsicher ist. Hierbei mu® allerdings beriicksichtigt 
werden, daB die absoluten Mengen sehr gering sind, so daB eine nicht 
sehr erhebliche Differenz nicht leicht iiber das Dreifache der wahr- 
scheinliche Schwankung hinausgehen kann. So betriigt die Differenz von 
0,015 g 9,5°%, der urspriinglichen Menge, wihrend in der Rinde die sehr 
viel héhere Differenz von 0,083 g nur 8,7 °%, der urspriinglichen Menge 
betragt. Beriicksichtigt man noch, dai in dem Holz eine Abnahme fiir 
den Kalk gefunden wurde, so zeigt das, daB nicht zufillig die Trocken- 
substanz des Holzes zu hoch ausgefallen ist und sich dadurch ein Fehler 
eingeschlichen hat. Alles in allem glaube ich, daB man eine Zunahme an 
organischen Saéuren im Holz nicht ganz von der Hand weisen kann. 
Ks liegt dann durchaus nahe, diese Zunahme mit der gleichzeitig beob- 
achteten Kalispeicherung im Holz in Zusammenhang zu bringen: daher 
soll auf diese Méglichkeit noch mit einigen Worten eingegangen werden. 


Tabelle VII. 


Die Trockensubstanz enthalt in Prozenten: 





Rinde Holz 
K,O oS 2,149 0,110 
ou: 1,405 0,194 
mao... 0.913 0,164 
PLO; col’ 0.732 0,186 
A 3,112 0,420 


Was diese Kalispeicherung im Holz betrifft, so muB zunichst 
darauf hingewiesen werden, daB das Holz ganz auBerordentlich arm an 
Kalium ist, wie Tabelle VII zeigt. Es fallt das besonders auf, wenn man 
diese Zahlen mit denen der Rinde vergleicht. Im Holz zeigt Kalium also 
die niedrigste Prozentzahl der wichtigen Pflanzennihrstoffe ; diese Zah| 
ist noch erheblich niedriger wie die von Stickstoff und Phosphorsaure. 
welch beiden ja ebenfalls fiir jiingere Zellen charakteristisch sind. Man 
vergleiche im Gegensatz hierzu die K,O und P,O,-Zahlen in der Rinde. 
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Die einfachste Annahme der beobachteten Kalispeicherung wiire 
nun die, daB einfach ein Teil des aus der Rinde auswandernden Kaliums 
auf dem Transportwege von der Analyse iiberrascht wurde und auf 
diese Weise, bei dem geringen Kaligehalt des Holzes, eine Speicherung, 
also einen physiologischen Vorgang, vortiuschte. Das ist allerdings 
wenig wahrscheinlich. Denn es wiirde sich bei den mehr gefundenen 
0,053 g um 13,6°%, der gesamten aus der Rinde abgewanderten Menge 
(338 + 0,053 g) handeln, unter Umstinden noch auBerdem zuziiglich 
einer gewissen Menge, die aus dem Holz sicherlich ebenfalls mobilisiert 
wurde und die, bei einem Anfangsgehalt von 0,204 g und bei 25°, 
Mobilisation wieder 0,050 g ergeben wiirde, wodurch sich der obige 
Prozentsatz auf das Doppelte erhéhen wiirde. Es ist aber nicht an- 
zunehmen, daf} 14 der gesamten aus der Rinde mobilisierten Menge auf 
einmal auf dem Transporte im Holz stecken kénnte. 

Viel wahrscheinlicher ist dagegen die Annahme, daB das Kalium 
in dem Holz gebraucht wird. Man wird so auf die Vermutung gedrangt, 
daB es hier mit dem Umsatz der Kohlenhydrate, die hier ja als Starke 
reichlich abgelagert sind'), in irgend einer Beziehung stehe. Die Ent- 
stehung organischer Siuren bei intensivem Kohlenhydratumsatz ware 
ja leicht verstindlich. Diese Bedeutung des Kaliums wird ja vielfach 
angenommen, aber ebenso oft, wie in den botanischen Lehrbichern, 
abgelehnt. Es erscheint mir daher niitzlich, einmal darauf hinzuweisen, 
daB sich in den bekannten Zahlen von Wilfarth?) ein sehr schéner Hin- 
weis darauf findet, dafS dem Kalium eine spezifische Wirkung auf die 
Bildung der Kohlenhydrate zukommen muB, wie man aus Tabelle VIII, 


Tabelle VIII. 
Zuckerriiben. 





Zuckerriben- Zuckergehalt in der 


Zufuhr von Trockensubstanz Trockensubstanz 
B g 

Phosphormangel: 

O08 ¢ P.O, i)... 3,2 60,7 

0063¢gP,0; ... 6,6 61,1 

Gide P.O, 4) é.. 103.8 65,1 
Stickstoffmangel: 

JA 2) er 41 67,3 

ot 19,5 71,7 

200gN...... 103.8 65,1 
Kalimangel: 

0,00 g K,O. 2,7 22.0 

0140gK,0.... 7,9 40,0 

3290¢K,0.... 103,8 65,1 


1) Fettgehalt der unausgetriebenen Zweige I. 0,51 %. 
2) Zeitschr. d. Ver. d. deutsch. Zuckerind. 51, 983, 1901. 
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die nach Wil/arthschen Zahlen zusammengestellt ist, ersehen kann, 
worauf aber meines Wissens noch niemand aufmerksam gemacht hat. 
Trotz Stickstoff- oder Phosphormangel und einem sehr geringen Ertrag 
ist, wie man sieht, der prozentige Zuckergehalt hoch, wahrend bei 
Kalimangel der Zuckergehalt ganz auberordentlich heruntergedriickt 
ist. In welcher Weise das Kalium hierbei wirkt und ob es sich bei meinem 
Versuch um ein ahnliches Prinzip handelt, das soll hiermit natiirlich 
nicht entschieden werden, sondern es soll nur auf die Méglichkeit hin- 
gewlesen werden. 
Zusammenfassung. 

Wie friiher fiir Salix konnte auch jetzt fiir Sambucus nigra fest- 
gestellt werden, dafB K, P, N stark, Mg, Na schwicher, Ca, 8, Cl sehr 
wenig oder nicht mobilisiert werden beim friihjahrlichen Austreiben. 
Holz und Rinde verhalten sich dabei im wesentlichen gleich. Nur zeigt 
das Kalium ein verschiedenes Verhalten, indem in dem Holz eine Kali- 
zunahme um 28°, nach dem Austreiben eingetreten war. Offenbar 
wird das Kalium in dem sehr kaliarmen Holz gebraucht. Es erscheint 
nicht ausgeschlossen, da’ ihm eine Rolle bei dem Umsatz der Kohlen- 
hydrate zufiallt. 

In Ubereinstimmung mit Salix werden keine Sulfate und Chloride 
bei dem Austreiben abtransportiert; jedoch, im Gegensatz zu jener, 
anorganische Phosphate, die hier reichlich vorkommen, besonders in 
der Rinde. Ein Teil der abgewanderten Basen ist sicherlich urspriinglich 
an diese anorganische Phosphorsiure gebunden, ein anderer Teil an 
solche in organischer Bindung, etwa von phytinahnlichem Charakter. 
Ein weiterer Teil scheint an organische Saiuren gebunden vorhanden zu 
sein und so abtransportiert zu werden. Ob alle mobilisierten Basen 
durch diese beiden Siuregruppen urspriinglich gebunden waren oder 
noch anderweitige Bindung in Betracht zu ziehen ist, kann nicht ent- 
schieden werden, da hierzu die Genauigkeit der vorliegenden Unter- 
suchungen noch nicht groB genug ist. 

Die urspriinglich in der Pflanze vorhandenen anorganischen Salze 
scheinen sehr fest gehalten zu werden, wie z. B. aus der Nichtmobilisier- 
barkeit von Schwefel hervorgeht. Es wird namlich gezeigt, daB in der 
Pflanze der Schwefel hauptsichlich als Sulfat vorhanden ist. An- 
organische Phosphorsaure wird zwar abtransportiert, aber dann wieder 
aus organischer regeneriert, so daB das Verhiltnis der verschiedenen 
Phosphorsiureformen gewahrt bleibt. Diese anorganischen Salze bilden 
zweifellos einen wesentlichen Bestandteil des Zellsafts und sind hier 
teils wohl Exkretstoffe, teils aber sicherlich auch neben Zucker u. a. 
von aktiver, lebenswichtiger Bedeutung fiir die Pflanze fiir die osmoti- 
schen Verhiltnisse. 











Uber den EinfluG der Schilddriise auf einige toxische G@lykamien. 


Von 


Kurt Holm und A. Bornstein. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Hamburg, Kranken- 
haus St. Georg.) 


(Eingegangen am 22. November 1922.) 


Die Tatsache, das nach Schilddriisenexstirpation eine Adrenalin- 
glykosurie schwerer zu erzielen ist als bei normalen Tieren, ist zuerst 
von Eppinger, Falta und Riidinger’) beobachtet worden. Auch die 
Tatsache, daf eine GefaSwirkung des Adrenalins be: thyreopriven 
Tieren sehr gering ist, war von diesen Autoren schon gefunden worden. 
Die Befunde sind seitdem vielfach — im Prinzip wenigstens — 
bestatigt worden; fiir ihre Bedeutung spricht, daB sie auch in der 
auslindischen Literatur, wenn auch unter Phantasienamen (Goetsch sche 
Reaktion), bekannt geworden sind. 

Eppinger und seine Mitarbeiter erkliren die Hemmung der Adrenalin- 
glykosurie nach Schilddriisenexstirpation so, dai sie eine gegenseitige 
Férderung zwischen Schilddriise und chromaffinem System annehmen. 
Man kénnte also vermuten, daB in spezifischer Weise der Organismus 
thyreopriver Tiere fiir den durch das Adrenalin gesetzten Reiz weniger 
empfindlich ist und daher keine Zuckerausschiittung aus der Leber erfolgt. 
Man kénnte aber auch annehmen, da schilddriisenlose Tiere fiir Reize 
iiberhaupt weniger empfianglich sind, da®B sie also, wie auf andere Reize, 
so auch auf den durch das Adrenalin gesetzten Sympathikusreiz weniger 
leicht mit einer Glykimie reagieren als normale Tiere. Oder, da nach 
Thyreoidektomie das Glykogen weniger leicht mobilisiert wird. Es handelt 
sich mit anderen Worten darum, ob bei der Eppingerschen Versuchs- 
anordnung das Adrenalin in seiner spezifischen Eigenschaft als sympathi- 
komimetisches Mittel oder als eins der vielen, Glykiamie erzeugenden Gifte 
wirkt. 

Zur Klairung dieser Frage war es wichtig, die Wirkung anderer 
zuckermobilisierender Gifte bei schilddriisenlosen Tieren zu _ unter- 
suchen. Von diesen schieden zunichst diejenigen aus, die durch Adre- 
nalinausschwemmung aus den Nebennieren den Zuckerstoffwechsel 


1) Zeitschr. f. klin. Med. 66. 
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beeinflussen. Wir wihlten das Pilocarpin, von dem wir!) in einer 
friiheren Arbeit bewiesen hatten, daB es auch bei nebennierenlosen 
Hunden eine Erhéhung des Blutzuckerspiegels hervorruft, daB es also 
in seiner Wirkung unabhangig von den Nebennieren ist. 

Versuchsanordnung. Den Hunden wurde in Morphium-Chloroform 
narkose die Schilddriise entfernt unter méglichster Schonung der Para 
thyreoideae. DaB uns dies in geniigender Weise gelang, ging daraus hervor, 
daB wir niemals Erscheinungen von Tetanie beobachteten. Einige Tage 
nach der Operation begannen wir mit den Versuchen, bei einigen Tieren 
waren schon vor der Operation Blutzuckerbestimmungen unter Adrenalin 
und Pilocarpinverabreichung angestellt worden. Die Blutzuckerbestim 
mungen wurden stets ausgefiihrt, nachdem die Hunde wenigstens 16 Stunden 
keine Nahrung mehr zu sich genommen hatten. Das Blut wurde immer 
aus einer kleinen Ohrvene entnommen und nach der Bangschen Mikro 
methode analysiert, gleichzeitig wurde Hamoglobin mit dem Authen 
riethschen Kolorimeter bestimmt. Es standen uns im ganzen fiinf schild- 
driisenlose Hunde zur Verfiigung. 


Wir geben zunichst in Tabelle I die Versuche wieder, in denen 
wir die Angaben HE ppingers durch Blutzuckerbestimmungen zu_be- 
stiitigen versuchten. Es war uns aus friiheren Versuchen®) bekannt, 
daB die Dosis von 0,18 mg Adrenalin pro Kilogramm Hund normaler- 
weise eine mittlere Steigerung des Blutzuckers hervorruft, die schon 
nach 7 Minuten deutlich ist und mehrere Stunden anhalt. Gaben wir 
die gleichen Mengen unseren schilddriisenlosen Hunden, so fanden wir 
nur in einem von drei Fillen eine sofort einsetzende Glykimie, wihrend 
bei den beiden anderen der Blutzucker in der ersten Stunde nicht 
anstieg, einmal sogar etwas sank. Erst in der zweiten Stunde fand 
sich in allen Versuchen eine maBige Glykamie. Unsere Versuche sprechen 
also durchaus im Sinne Eppingers, daB durch Schilddriisenexstirpation 
die Wirkung des Adrenalins auf den Zuckerstoffwechsel verzégert wird. 

In Tabelle II sind die Versuche mit 0,6 mg Pilocarpin pro Kilo- 
gramm an operierten Tieren wiedergegeben. Wir wahlten diese Mengen, 
weil sie die kleinsten sind, mit denen man mit einiger Sicherheit gerade 
eine leichte Erhéhung des Blutzuckers erzielen kann’). Wir haben 
sechs Versuche an strumektomierten Hunden angestellt. In fiinf von 
diesen Versuchen ist der Blutzucker in der ersten Stunde unveriindert 
geblieben, in der zweiten Stunde stieg er nur bei einem dieser fiinf Ver- 
suche noch etwas an. Die Tiere waren also dem Pilocarpin gegeniibe1 
in der Blutzuckerwirkung weniger empfindlich als normale Hunde. 
Dagegen blieben die Tiere in der Salivation nicht sehr stark hinter 
normalen Tieren zuriick. 


1) Diese Zeitschr. 132, 138. 
*) Bornstein und Vogel, diese Zeitschr. 126, 57. 
3) Ebendaselbst, 8S. 59. 
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Gehen wir erheblich iiber die Grenzdosen hinaus, so sind die Unter- 
schiede zwischen normalen und operierten Tieren nicht ganz so deutlich. 
Immerhin betrigt bei 2 mg Pilocarpin pro Kilogramm Tier die Er- 
héhung des Blutzuckers im Mittel 95%), bei den schilddriisenlosen 
Tieren im Mittel nur 62°%, (s. Tabelle ITI). 

Genau wie die Adrenalinwirkung, so ist auch die Pilocarpinwirkung 
auf den Zuckerstoffwechsel gehemmt, und zwar ist die Hemmung 


Thyreoidektomierte Hunde. 
Y = Injektion. 





—IhW'\vorhery + 15 + wW +h + 2h Nach Injektion 


Tabelle I. 0,18 mg Adrenalin pro Kilogramm. 


—2h30’ 

l. Nelly 16. XII. 0,070 0,065 0,055 0,054 0,036 0,096 

2. Max 3. T. — 0,087 0,112 0,116 0,150 0,154 | 

3.Maxin 2.1. — 0,086 0,074 0,078 0,093 0,132 

Tabelle 11. 0,6 mg Pilocarpin pro Kilogramm. 

1. Pinscher 28. XT. 0,068 | 0,089 — | 0,079 0,078 0,076 Kein Speiche! 

2.Nelly 28. XI. 0,086 0,098 — § 0,095 0,083 0,091  MaBig Speichel 
—1»]5’ 

3. Max 17. XII. 0,062 0,055 — 0,042 0,079 0,079 Speichel, Kot 

4. Nelly 5.7. — | 0,098 | 0,102 0,104 0,104 0,091 | Speichel, Kot usw. 

5. Emil 13..1. — 0,068 — = 0,069 0,077 | Speichel,Erbrechen 
—1h40/ Kot 

6.Maxin 16. XT]. 0,111 0101 — (0,121 0,102 0,106 Wenig Speichel 

Tabelle III, 2,0 mg Pilocarpin pro Kilogramm. 

1.Pinscher 3. XII. — 0,055 — | 0,079 | 0,085 0,066 | Speichel,Erbrechen 

2. Nelly 3. XIT. — 0,085 —_ 0,133 0,115 0,093 Speichel,Erbrechen 
—]h10' Kot, Urin 

3. Max 21. X17. 0,108 0,095 — 0,144 0,170 0,151 dasselbe 
—45! 

4.Maxin 14. XII. 0,094 0,104 — — 0,153 0,181 dasselbe 


beider Giftwirkungen nicht eine véllige, bei beiden Giften aber etwa 
von der gleichen GréBenordnung. Wir haben frither (I. c.) auseinander- 
gesetzt, daB die Pilocarpinwirkung auf den Zuckerstoffwechsel nicht 
durch Mobilisation von Adrenalin zu erkliren ist, und daf sie iberhaupt 
nicht mit der Adrenalinwirkung wesensgleich sein kann. Daraus miissen 
wir den SchluB ziehen, daB nach Schilddriisenexstirpation die Fahigkeit, 
das Glykogen zu mobilisieren, allgemein verloren gegangen oder ver- 
mindert ist, und zwar wird nicht nur auf Sympathikusreiz, sondern 
auch auf Parasympathikusreiz das Glykogen schlechter als normal in 
Zucker verwandelt. 


1) Bornstein und Holm, diese Zeitschr. 182, 144, Tabelle IV. 








KinfluB der Schilddriise auf einige toxische Glykamien, 039 


SchlieBlich haben wir noch den Antagonismus zwischen Adrenalin 
und Pilocarpin untersucht. Es war von Vogel und Bornstein!) be- 
schrieben worden, daf Adrenalin und Pilocarpin zwar jedes fiir sich 
eine Glykamie hervorrufen, daBb aber beide Gifte, gleichzeitig gegeben, 
sich in ihrer Wirkung auf den Blutzucker aufheben. Dieses Verhalten 
haben wir in vier Versuchen untersucht. Es hatte sich nicht veriandert. 
Auf die Wiedergabe der Protokolle, die genau den friiher veréffent- 
lichten an normalen Tieren (1. ¢.) entsprechen, méchten wir verzichten. 


Zusammenfassung. 

Ebenso wie die Adrenalinglykdmie ist auch die Pilocarpingl ykdmie 
bei schilddriisenlosen Hunden verzdgert. Da die Pilocarpingl ykdimic 
sicher nicht von den Nebennieren abhdngig ist und iiberhaupt prinzipiell 
anderer Natur ist als die Adrenalinglykdmie, so folgt daraus, daB nach 
Schilddriisenexstir pation die Mobilisierung des Glykogens durch die ver- 
schiedenartigen nervésen Reize erschwert ist. 


1) Vogel und Bornstein, diese Zeitschr. 126, 37, Tabelle TI. 
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Untersuchungen tiber die Wirkungsweise von Formaldehyd 
auf Organkolloide. 


Il. Mitteilung. 


Formaldehyd und Eiweif quotient. 


Von 
H. Kiirten. 
(Aus der medizinischen Universitatsklinik zu Halle a. d. 8.) 
(Eingegangen am 22. November 1922.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


In einer friiheren Arbeit war die Rolle des Formaldehyds bei der 
Aufhebung der Reaktionsfahigkeit luetischer Sera untersucht worden (1). 
Es hatte sich ergeben, daB die Wirkung des Formaldehyds in vitro 
in ihrer ersten Auswirkung eine heterogene ist, die jedoch bei der ge- 
gebenen Versuchsanordnung fiir die Extraktlipoide praktisch nicht in 
Frage kommt. Lediglich die Serumproteine als Trager der kolloiden 
Kigenschaften erfahren eine Zustandsinderung. Diese, in einer regel- 
maiBigen, mehr oder minder bedeutenden Viskosititssteigerung be- 
stehend, war mittels der Osmometerzelle als Entquellung erkannt 


worden. Durch sie wird offenbar ganz vorwiegend die Reaktions-. 


fahigkeit luespositiver Sera mit den Extraktlipoiden zunichte gemacht. 
Es kann dariiber hinaus nach den weiteren Versuchsergebnissen an- 
genommen werden, daf fiir die gefundene Formaldehydwirkung auch 
im heterodispersen Mischkolloid des unverdiinnten Serums ganz vor- 
wiegend, wenn nicht ausschlieBlich, die Proteinteilchen in Betracht 
kommen. 

Bei Erérterung der weiteren Frage nach den Griinden fir eine be- 
sondere Reaktionsfahigkeit der luetischen Sera gegeniiber dem Form- 
aldehyd, wie sie beispielsweise auch in der Reaktion von Gaté und Papa- 
costas zum Ausdruck gelangt, war bereits an Hand vergleichender Ver- 
suche am Serum und Plasma sowie unter Beriicksichtigung der betreffenden 
Literatur die Vermutung ausgesprochen worden, daB der Globulinfraktion 
dabei eine eigene Rolle zukommt. Die vorliegenden Untersuchungen 
galten der weiteren Klairung dieser noch offenen Frage. Ich konnte bereits 
darauf hinweisen und habe in der Folgezeit weiter bestatigt gefunden, 
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daB die von Gaté und Papacostas angegebene Keaktion keineswegs fiir 
Lues spezifisch ist. So gab ein Serum von Endocarditis lenta mit einem 
FiweiBgehalt (berechnet) von 8,26°% mit neutralem Formaldehyd eine 
sofortige Gelatinierung. Wie sich in Verfolgung dieser Beobachtung heraus- 
stellte, war diese besondere Reaktionsfahigkeit auch nicht in erster Linie 
von dem EiweiBgehalt des Serums als solehem abhiingig. So gab beispiels- 
weise auch ein Plasma mit einem EiweiBgehalt von nur 4,67 °% ebenfalls 
sofortige Gelatinierung, wiihrend diese bei dem Serum derselben Patientin 
ausblieb. Die quantitative Fibrinbestimmung im Plasmen nach Gram (2) 
ergab den hohen Wert von 0,59%. Zwischen den angefiihrten beiden 
extremen EiweiSwerten fanden sich alle Ubergiinge mit Gelatinierung 
auf Formaldehydzusatz. Stets aber waren es Sera bzw. Plasmen, bei denen 
es sich nach eigenen Bestimmungen des EiweiSiquotienten oder nach den 
Angaben der Literatur um eine Verschiebung dieses Quotienten im Sinne 
einer VergréBerung der Globulinfraktion, sei es als Pseudo- und Euglobulin, 
sei es als Fibrinoglobulin handelte. 


Diese Beobachtungen mufbten nunmehr experimentell gepriift 
werden. Versuchsweise habe ich darum durch Flockung mit Ammon- 
sulfat bei Halb- bzw. Ganzsittigung die Globulin- und Albuminfraktion 
verschiedener Sera isoliert und nach Wiederauflésung in Kochsalz- 
lésung getrennt untersucht. Dabei zeigte sich das Globulin gegeniiber 
dem Formaldehyd besonders reaktionsfaihig. Es bildeten sich gew6hnlich 
unmittelbar nach Zusatz groBbe, grobe Flocken, die eine Neigung zur 
Verklumpung zeigten und sehr leicht sedimentierten. Bei dem Albumin 
trat zwar stets auch eine Flockenbildung auf, doch gewoéhnlich erst 
nach lingerer Zeit, und dann war sie feinflockiger und lieB jede Neigung 
zur Sedimentierung auch noch nach Tagen vermissen. — Dieses Vor- 
gehen konnte aber auch keinen befriedigenden AufschluB tiber eine 
besondere Reaktionsfahigkeit des labileren und gréber dispersen Anteils 
der SerumeiweiBkérper geben, um so weniger, als einmal durch das 
zur Reinigung erforderliche Umfillen die EiweiSkérper wenigstens 
teilweise denaturiert werden und dann auch die Besalzung des Reak- 
tionsgemisches, wie ich bereits friiher zeigen konnte, fiir die Form- 
aldehydwirkung eine nicht unwesentliche Rolle spielt. 

Am besten geeignet erschien mir daher die Priifung der Form- 
aldehydwirkung am gleichen Serum unter verschiedenen Bedingungen. 

Moll (3) hat ein Verfahren angegeben, nach dem es mdglich sein soll, 
durch zweistiindiges Erhitzen im Thermostaten bei 60° C den SerumeiweiB- 
quotienten zugunsten des Globulins zu verschieben. Es ist dazu zu sagen, dali 
im allgemeinen die Albuminfraktion sich durch einen héheren Schwefelgehalt 
und das Fehlen von Glykokoll auch chemisch von dem Globulin unter- 
scheidet, welch letzteres bei der Hydrolyse Glykokoll liefert und weniger 
Schwefel aufzuweisen hat. Ob ein solch weitgehender innerer Umbau bei 
dem wie oben behandelten Serum statthat, darf dahingestellt bleiben. 
Es ist jedenfalls nicht von der Hand zu weisen, da sich durch bestimmte 
Eimgriffe ein verindertes Verhalten der Eiwei8kérper gegeniiber den iiblichen 
Fallungsmitteln erzielen liBt. So hat Mérner z. B. gezeigt (4), daB ein 
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Zusatz von Seifen die Fiallbarkeit des Serumglobulins verandern kann. 
Man wird also mit Einfliissen rechnen miissen, die zu einer starkeren Labili- 
sierung der SerumeiweiSkoérper fiihren, auch ohne die gleichzeitigen oben 
angefiihrten chemischen Umlagerungen. Den Léslichkeits- und Fallbar- 
keitsverhaltnissen kommt eben als Unterscheidungsmerkmal zwischen 
verschiedenen Gruppen von EiweiSstoffen nur untergeordnete Bedeutung 
zu (5), und Abderhalden (6) erdrtert die Méglichkeit, daB nach dem jetzigen 
Stand unserer Methoden eine ganze Anzahl von Proteinen die gleichen 
Fallungsgrenzen aufweisen kénnen. 

Diesen Schwierigkeiten entgehen wir, wenn wir den Dispersitiits- 
grad mit seinen Korrelaten aus der Reihe der Kriterien herausgreifen 
und in den Mittelpunkt unserer Betrachtung riicken. Wir finden dann 
einen gleichmaiBigen Ubergang der Fallbarkeit der Serumproteine von 
dem hoch dispersen und stabilen sogenannten Albumin zu dem labileren 
und gréber dispersen Globulin bis hinab zu dessen leichtest fiillbaren 
Anteil, dem sogenannten Fibrinogen oder Fibrinoglobulin. 

So betrachtet, wird durch die vorerwahnte Behandlung des Serums 
eine Labilisierung erzielt. Moll konnte durch Fillungsanalysen eine 
solche feststellen fiir das Pferdeserum, weniger regelmiBig fiir das 
Hunde- und noch seltener fiir das Kaninchenserum. Es bestehen nach 
ihm also Unterschiede fiir die einzelnen Tierarten. Ich habe mensch- 
liches Serum in gleicher Weise behandelt und stets eine Vermehrung 
der leichter fillbaren SerumeiweiBbestandteile beobachtet. In An- 
wendung kam — da mir ein Refraktometer fiir die elegante Naegeli sche 
Methode der Bestimmung des Mischungsverhiltnisses von Albumin 
und Globulin (7) nicht zur Verfiigung stand — die zwar exakte, aber 
viel umstindlichere Methode der fraktionierten Fallung durch Ammon- 
sulfat von Hofmeister- Pohl (8). Von einer Trennung in Pseudoglobulin 
und Euglobulin, wie Moll das tut, habe ich dabei aus den oben an- 
gefiihrten Griinden Abstand genommen. Ein weiterer Nachteil dieser 
Methode ist der Verbrauch an Untersuchungsmaterial, das nicht immer 
in den erforderlichen Mengen zur Verfiigung steht. Ich habe mich 
deswegen lediglich auf die Feststellung der vermehrten Labilisierung 
beschrankt. Wie wir durch die Untersuchungen von Naegeli, Rohrer 
und Alder (9) wissen, ist eine solche Vermehrung stets auch mit einer 
Viskosititszunahme eng verkniipft. Die stabileren und hoher dispersen 
Serumbestandteile (Albumine) sind stets weniger viskés als die gréber 
disperse und labilere Globulinfraktion. Die Vereinigung der Fallungs- 
methode bei dem normalen und erhitzten Serum einerseits mit der 
viskosimetrischen Messung andererseits, gab mir eine Méglichkeit, bei 
verschiedenem Gehalt des durch Halbsittigung flockbaren EiweiBbes 
im sonst gleichen Gesamtserum das Verhalten gegeniiber Formaldehyd 
zu studieren. Zunichst geht aus der Tabelle I hervor, dab es gelingt, 
den EiweiBquotienten des normalen Serums durch zweistiindiges Er- 
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hitzen im Sinne einer Vermehrung des bei Halbsattigung durch Ammon- 
sulfat ausfallenden Globulins zu verschieben. Weiterhin ist ersichtlich, 
daB die relative innere Reibung des erhitzten Serums in enger Be- 
ziehung steht zu dem Grade der bewirkten Vermehrung. 

Dieselben Sera wurden dann in genau gleicher Weise wie in der 
friheren Arbeit mit dem Viskosimeter auf ihr Verhalten gegeniiber 
dem Formaldehyd gepriift. Die Resultate gehen ohne weiteres aus 
Tabelle II und der Abbildung hervor und zeigen an, da® die Form- 
aldehydwirkung um so intensiver ist, je starker die Vermehrung der 


sogenannten Globulinfraktion auftritt. 


Tabelle I. 
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Unbehandelt 4} des || 2Std.erhitztb.o0C 4, des 
Nr. Serum Gesamt- Gesamt- 
Globulin Albumin serums = Globulin Albumin | serums 
l A565 %, OFF. 2%: 0.1595 0.7774 1,76 0,1803 0.7445 1,79 
2 Soe d. . 03499 n.best. 1,72 0.5001 n. best. 1,81 
3 Baca ot 0.3280 0.8995 1,83 0.4405 0.7800 2,47 
4 _ eee 0,0996 | 0,327: 1,75 0.2702 0.1516 3,34 
5 re ee 0,6588 0.2963 2,01 0.9158  0,0325 9,02 
6 ge 0.3258 0.3934 1,71 0.6651 0.0594 6.73 
7 mei c@ ws 0.3754 0.6187 —_ 0.8168 0.1649 —- 
') Serum zwei Stunden erhitzt bei nur 53°C, 
Tabelle Il. 
Nr , Relative innere Reibung 
¢ Ss auf Zusatz von verdinntem neutralen Formaldehyd 
a) normal des reinen 
b) erhitzt Serume nach 5’ nach 10’ nach 20 nach 3 
l. a) 1,76 2,16 2,17 2,22 2,28 
b) 1,79 2,17 2,21 2,26 2,29 
2. a) 1,72 2,22 2.33 2.45 2,52 
b) 1,81 2,33 2.49 2.63 2,77 
3. a) 1,83 2,33 2.41 2.45 2.48 
b) 2,47 3,20 3,37 3,58 3.67 
4 a) 1,75 2,13 2,20 2,25 2.26 
b) 3,34 4.95 5,48 5,72 5,90 
5. a) 1,71 2,00 2.05 2,09 2.11 
b) 6,73 15,71 nicht mehr meSbar 
6. a) 2,01 3,39 3,61 4,00 4.17 
b) 9.02 sofortige Gelatinierung 


Im Gegensatz zu Moll fand ich fir die Summen der Globulin- 
und Albuminfraktionen der erhitzten stets einen geringeren Wert als 
bei den unbehandelten Seren. Méglicherweise sind Abbauvorginge 
hierfiir verantwortlich zu machen. Die Bestimmung des Reststickstoffs 
(im Trichloressigsiurefiltrat) gab jedoch keinen Beleg dafiir. 
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Ks war bereits darauf hingewiesen worden, daB die von Gaié und Papa- 
costas angegebene Syphilisreaktion nicht spezifisch ist. Sie ward auch 
600 Tas Asn ered é seither in Fallen, die mit einer Ver- 

448 mehrung der labilen SerumeiweiB- 
kérper einhergehen, sehr hiufig positiv 
gefunden. Wenn aber der positive 
Ausfall dieser Reaktion ebenso wie bei 
der Formaldehydkontrolle ganz all- 
gemein auf die besondere Reaktions- 
fahigkeit der Globuline zuriickzu- ] 
fiihren ist, so war zu erwarten, daB 
die Reaktion auch in den Fallen mit 
kiinstlich vermehrter labiler EiweiB- 
fraktion positiv ausfiel. Dies trifft in 
der Tat zu. 

Es mu an dieser Stelle noch 
zweier Arbeiten gedacht werden, die 
zwar von durchaus anderen Voraus- 
setzungen ausgehen und auch zu 
andersartigen Resultaten gelangen, die 
aber doch mit den vorliegenden Unter- 
suchungen das Studium der Form- 
aldehydwirkung auf native Eiweil- 























































kérper zum Gegenstand haben. : 

Obermayer u. Willheim (10) waren ; 
im Verlauf von Enzymstudien mittels i 
der Sérensenschen Formoltitration zu i 


der Annahme gelangt, ,,daB das Eiweif 
als solches formoltitrierbar sei, d. h. 
da seine Reaktion nach Zusatz von 
neutralem Formaldehyd sich nach der 
sauren Seite hin verschiebe™. 
Methodisch gingen die Autoren 
bei Priifung dieser Annahme in folgen- 
der Weise vor: Die zu _titrierende 
native (kolloide) EiweiBlosung wurde 
mit HCl gegen Lackmus neutral ein- 
gestellt und dann nach Zusatz von 
\, proz. alkoholischer Phenolphthalein- 
lésung als Indikator und von neu- 
tralem Formaldehyd, wie bei Titration 
der Aminosiuren, mit n/4 NaOH bis 
zum Umschlag titriert. Das Resultat 
war nach dem Versetzen mit neutralem 
Formaldehyd in allen Fallen das Auf- 
treten einer stark sauren Reaktion, 
Ww 90 die mittels der Titration quantitativ 
bestimmt wurde. Diesen Wert be- 
trachten die beiden Forscher als ,,ein 
Ma8 fiir die in der verarbeiteten EiweiBmenge enthaltenen endstindigen 
Aminogruppen mit Ausnahme der in siureamidartiger Bindung stehenden | 
CONH,-Gruppe“. Indem sie die Anzahl Kubikzentimeter n/4 NaOH, : 
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die bei der Bestimmung des Gesamt-N nach Kjeldahl verbraucht werden, 
dividieren durch diejenigen, die sich bei der Formoltitration ergeben, 
werden Gesamt-N und endstindige Aminogruppen zueinander in Relation 
gebracht. Dieser Quotient hei8t der ,,Aminoindex‘‘ des betreffenden 
EiweiBkorpers. 

Das nachste Ergebnis dieser Untersuchungen war ein relativ viel 
groBerer Aminoindex des Globulins als des Albumins, beim Pferde z. B. 21 
bzw. 13. Ahnliche Verhialtnisse ergaben sich mit gewissen, aber gleich- 
sinnigen Schwankungen fiir eine Reihe anderer Sauger. Fiir das Haushuhn 
fanden die Autoren Werte fiir Globulin und Albumin, die in gleicher Weise 
verschieden waren, aber absolut héher lagen. Die Darstellung weiterer 
Unterfraktionen aus den drei Hauptfraktionen mittels verschiedengradiger 
und steigender Sattigung fiihrte zu kontinuierlich abnehmenden Werten 
des Aminoindex. 

Auf das Wesen der ,,Sdurigkeit’’ des EiweiBes nach Formaldehyd- 
zusatz kann hier nicht eingegangen werden. Nach der Definition des 
Aminoindex entspricht bei den Globulinen einem hohen Wert die 
geringere, bei den Albuminen einem niedrigen Wert die gréBere ,,Saurig- 
keit’* des EiweiBes. Den Autoren erscheint bei ihrem Vorgehen allein 
die Anlagerung des Formalins an freie Aminogruppen und die damit 
verbundene Bildung von Methylenverbindungen eine wesentliche Zu- 
nahme der Aziditaét des EiweiBes hervorrufen zu kénnen. Zum Beweise 
dafiir desamidierten sie EiweiB, ehe sie Formaldehyd einwirken lieBen. 
Zu diesem Zwecke bedienten sie sich des von Schiff (11) angegebenen 
Verfahrens mit NaNO, und Essigsaure: 

Lésungen des Albumins werden mit wenigen Gramm NaNO, versetzt, 
auf 90°C (!) erwirmt und allmihlich Essigsiure von 25% in kleinen An- 
teilen zugefiigt. Das Produkt ist eine strohgelbe Verbindung, die nur in 
konzentrierter Schwefelsiure léslich ist. 

Kin Verfahren also, bei dem die EiweiBkérper denaturiert (koagu- 
liert) und chemisch weitgehend veriindert werden miissen! Ich habe 
nun selbst in meinen Untersuchungen iiber die Formaldehydwirkung 
auf das kolloide SerumeiweiB in erster Auswirkung stets eine Zustands- 
anderung im Sinne einer Entquellung feststellen kénnen. Aus den 
Versuchen iiber Salz- und Saurezusatz geht hervor, daB die Saure- 
wirkung die Entquellung hemmt. Es kann auch aus diesem Grunde 
die auftretende Saurigkeit fiir die Zustandsanderung nicht in Frage 
kommen. Wenn man das Serumeiwei8 nach Zusatz weniger Tropfen 
Essigsiure in der Hitze koaguliert, das Koagel (Abderhalden) auf dem 
Filter séurefrei wischt, es in Aqua destillata aufschwemmt und nun- 
mehr dem nicht desamidierten, sondern nur denaturierten Eiweib 
Formaldehyd zusetzt, so bleibt in Ubereinstimmung mit meinen experi- 
mentellen Ergebnissen seine am kolloiden Eiweif regelmafig zu beob- 
achtende Wirkung auch noch nach Stunden aus. Die interessanten 
Ergebnisse Obermayers und Willheims stehen also hinsichtlich eines 
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kontinuierlich veranderten Verhaltens der kolloiden EiweiBkérper vom 
stabilen Albumin bis hinab zur labilsten Gruppe des Globulins gegen- 
iiber dem Formaldehydzusatz im besten Einklang mit der hier auf- 
gezeigten Abhiangigkeit der Formaldehydwirkung vom Labilitits- 
bzw. Dispersitatsgrad der kolioiden EiweiBkérper. 


Folgerungen. 

Nachdem in der ersten Mitteilung gezeigt werden konnte, dab 
der Formaldehyd in vitro eine Zustandsinderung der Serumeiweib- 
kérper bewirkt und in der vorliegenden zweiten Mitteilung der Nach- 
weis gelungen ist, daB diese Wirkung in besonders hohem MaBe auf 
die gréber dispersen und labileren Anteile dieser EiweiBkorper zutrifft. 
sei im folgenden auf Grund dieser gefundenen Tatsachen die Méglichkeit 
einer vielseits behaupteten, nirgends aber erwiesenen_,,innerdesinfek- 
torischen** Wirkung des Formaldehyds erértert. Auf die Unwahr- 
scheinlichkeit einer direkten Bakterienwirkung im Blute oder auch 
in anderen Kérperfliissigkeiten lebender Organismen habe ich frither 
bereits kurz hingewiesen. 

Dafiir sprechen auch die Untersuchungen von Hanzlic und Collins (12), 
in denen es niemals gelang, nach Verfiitterung von Hexamethylentetramin 
freien Formaldehyd im Blute nachzuweisen. Auch nach T'rendelenburg (13), 
dem wir quantitative Messungen tiber die Spaltung des Hexamethylen- 
tetramins verdanken, ist die im hexamethylenhaltigen Blute frei ent- 
haltene Formaldehydmenge auB8erordentlich gering und Colibakterien 
werden bei einem Gehalt des Blutes an Hexamethylentetramin bis zu 1%, 
innerhalb 16 Stunden nicht abgetétet, sondern héchstens in ihrer Ent- 
wicklung gehemmt. Zu demselben negativen Ergebnis ist neuerdings auch 
Voit (14) gekommen. Wie Trendelenburg nachwies, begiinstigen hohe 
H-lonenkonzentrationen die Zerfallsgeschwindigkeit des H’ in Form- 
aldehyd und NH, sehr stark. Die Geschwindigkeit sinkt mit fallender 
H-lonenkonzentration. Aber selbst bei neutraler Reaktion wird ein noch 
meBbarer Anteil des H’ zerlegt und der qualitative Nachweis fallt erst 
bei erheblich alkalischer Reaktion der Lésung negativ aus. (Untere Grenze 
bei 36°C und 6 Stunden Dauer bei | x 10-9 g H-Ionen L.) 


Es kann daraus geschlossen werden, da bereits im Magen zu 
einem betrachtlichen Teile und auch noch im Darme das Hexamethylen- 
tetramin in Ammoniak und freien Formaldehyd gespalten wird. Niachst 
dem Magensaft hat nur das Sekretionsprodukt der Nieren eine saure 
Reaktion. Deshalb folgert T'rendelenburg (15) fiir die Praxis, daB die 
Leistungsfihigkeit des Hexamethylentetramins als Antiseptikum des 
lebenden Organismus auf die Méglichkeit einer Desinfektion des Blasen- 
inhalts — bei saurer Reaktion des Harns — beschrankt ist. Dariiber 
hinaus sind namentlich in neuerer Zeit immer wieder Stimmen laut 
geworden, die einer ,,innerdesinfektorischen‘’ Wirkung des Form- 
aldehyds das Wort reden. Die Angaben erstrecken sich auf mehr oder 
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minder reiche Evfahrungen an akuten und chronischen Infektionen. 
Ob in diesen Fillen der therapeutische Effekt als erwiesen angesehen 
werden kann, mu offen bleiben. Es fragt sich aber, wie weit er aus 
den hier gewonnenen Ergebnissen und den in der Literatur bereits 
niedergelegten Erfahrungen méglich und fiir eine kritische Nach- 
prifung am klinischen Material geeignet erscheint. 


Aus den Versuchen Simons ging hervor, daB beim Kaninchen intra- 
ven6és injizierter Formaldehyd schnell aus dem Blute verschwindet. Sa/- 
kowski (16) konnte nachweisen, daB nicht das Blutalkali dafiir in Frage 
kommt, und nahm bereits unter anderen Moglichkeiten auch die einer 
Bindung an das Bluteiweif an. 


Aus meinen Versuchen ergibt sich nicht nur eine solche Bindung. 
sondern auch die intensivere Wirkung des Formaldehyds auf die leichter 
fillbaren Serumbestandteile, die sogenannten Globuline. 


Wenn nun auch die akuten sowohl wie die chronischen Infektionen 
durch eine Verschiebung des EiweifSquotienten zugunsten der leichter 
fallbaren Globuline ausgezeichnet sind (Literatur bei Naegeli, |. ¢.) und 
somit der Formaldehydwirkung in vitro giinstigere Bedingungen bieten, 
so ist daraus eine therapeutische Wirkung am Lebenden noch nicht er 
wiesen. Hier kann aber vielleicht ein Gesichtspunkt weiterhelfen, aut 
den friiher bereits kurz hingewiesen wurde: Die zumeist fiir Lues charak- 
teristischen Serumveriainderungen, wie sie durch die Wassermannsche 
Reaktion angezeigt werden, kommen auch bisweilen bei anderen Infektionen 
zustande, ohne daB ein luetischer Infekt vorgelegen hat. (Die hervorragende 


praktische Bedeutung der Wassermannschen Reaktion das muB aus- 
driicklich betont werden wird davon nicht beriihrt.) In letzter Zeit ist 


dies vereinzelt bei der Endocarditis lenta beschrieben (17), wahrend die 
Erscheinung bei Karzinom, Scharlach und Malaria z. B. schon langer 
bekannt ist. Es mu auffallen, daB namentlich in den letzten beiden Fiillen 
auch die Behandlung mit Salvarsan gute Erfolge und Schwinden der 
positiven Wassermannschen Reaktion zeitigen kann. Wie ist dies mit der 
chemisch-bakteriotropen Wirkung des Salvarsans zu erklaren? Bei dem 
Scharlach hat man sich mit der Annahme zu helfen gesucht, da die Heil 
wirkung iiber die Mundspirochaten erfolgen soll. (Vgl. Matthes, |. ¢., 5. 79.) 
Bei der Malaria kennt man und sah ich selbst (18) auf einmalige hohe 
Salvarsandosen (0,6 bis 0,9!) Dauerheilung und im letzten Falle Negativ- 
werden der vorher positiven Wassermannschen Reaktion. Hier kann eine 
Hilfshypothese wie beim Scharlach sicher nicht mehr herangezogen werden. 
Es darf deshalb in diesen Fallen vielleicht im Hinblick auf die Beeinflussung 
der Wassermannschen Reaktion an die Méglichkeit einer Einwirkung auf 
die labile Globulinfraktion bzw. deren einzelne Komponenten gedacht 
werden. Bircher (19) konnte in Studien am Luesblut eine Abnahme des 
refraktoviskosimetrischen Quotienten bei gleichzeitiger Zunahme der 
Serumglobuline feststellen und sah bei der Syphilisbehandlung eine Tendenz 
zur Normierung. Der Autor fand ferner am Serum von Krebs- [vgl. hierzu 
auch Loebner, unter Naegeli (20) |, Tuberkulose-, Aktinomykose- und Sarkom- 
kranken gewoéhnlich eine Globulingunahme. Innerhalb gewisser Grenzen 

auch diese Regel ist nicht ohne Ausnahme, vgl. besonders Loebner ging 
eine Besserung mit Ab-, eine Verschlechterung mit Zunahme des Globulin 
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gehalts im Serum einher. Vielleicht sind auch so die Ergebnisse erklarbar, 
die ich selbst bei Priifung der Suspensionsstabilitat des Blutes karzino- 
matéser Patientinnen vor und nach Roéntgenbestrahlungen hatte und die 
gréBtenteils einen deutlichen Riickgang der vorher abnormen Instabilitit 
zeigten. 

Der therapeutische Effekt einer wnspezifischen Normierung des ge- 
slorten Eiweifquotienten, wie er anscheinend auf verschiedenen Wegen 
erzielt werden kann, erscheint sonach auch fiir den Formaldehyd denkbar. 
Wenigstens lassen sich Erfolge bei Infektionen, speziell auch bei Malaria 
und Lues — Negativwerden der Wassermannschen Reaktion (21) —, in 
diesem Sinne deuten. Der Formaldehyd wird bei normalen Siiureverhilt- 
nissen bereits im Magen zum groBten ‘Teil aus dem peroral gereichten 
Hexamethylen abgespalten (Salkowski, Trendelenburg) und von den Eiweil- 
kérpern des Blutes, besonders aber den labileren Globulinen, gebunden 
und erst in der Niere wieder mehr oder minder vollstandig ausgeschieden. 
Dabei fallen die méglicherweise verainderten Globuline als ,,blutfremd* 
(Abderhalden) einem Abbau bzw. Umbau anheim. 

Die Uberpriifung dieser Folgerungen am klinischen Material wire 
sonach von den Infektionen auszudehnen auf die vorerwaihnten Zu- 
stande mit Verschiebung des EiweiBquotienten im Sinne einer Globulin- 
vermehrung. 


Zusammenfassung. 

Der unter anderem in der ersten Mitteilung erhobene Befund 
einer Zustandsinderung der SerumeiweiBkérper auf Formaldehyd- 
zusatz, die als Entquellung erkannt war, wird erweitert: 

1. Globulinreiche Sera reagieren intensiver als globulinarme. 

2. Lésungen von Albumin und Globulin zeigen ein verschiedenes 
Verhalten gegeniiber Formaldehyd. 

3. Der bei Halbsattigung mit kaltgesittigter neutraler Ammon- 
sulfatlésung ausfallende Anteil menschlichen Serums wird durch zwei- 
stiindiges Erhitzen im Thermostaten bei 60°C vermehrt. 

4. Entsprechend dieser Vermehrung des durch Ammonsulfat leichter 
flockbaren SerumeiweiBes steigt die innere Reibung des Gesamtserums. 

5. Das vorbehandelte Serum zeigt gegeniiber dem nicht behandelten 
eine unverhaltnismaBig viel héhere Reaktionsfahigkeit auf Form- 
aldehyd. 

6. Diese Ergebnisse stehen in Parallele zu den Resultaten anderer 
Autoren, die ein graduell abgestuftes Verhalten der durch steigende 
Sattigung mit Ammonsulfat erhaltenen Serumfraktionen fanden, doch 
erscheint dabei 

7. die Reaktion an den kolloiden Zustand gebunden, denn das 
Serumkoagel reagiert nicht mehr in dieser Weise auf Formaldehyd- 
zusatz. 

8. Folgerungen fiir die Wirkungsméglichkeit des Formaldehyds 
in vivo. 
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Studien iiber das Verhalten der wichtigsten Kohlehydrate 

(Glucose, Galactose, Fructose, Mannose, Maltose, Lactose, 

Saccharose) in stark saurer, alkalischer, sulfit- und bisulfit- 
haltiger Lésung. 


I. Mitteilung. 


Die Inversion der Lactose (Milechzucker) mit starken Siuren. 


Von 


B. Bleyer und H. Schmidt. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der wissenschaftlichen Zweigstelle 
Miinchen der chemischen Fabriken Merck, Boehringer, Knoll.) 


(Eingegangen am 27. November 1922.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


A. Einleitung. 


Wird ein natiirlicher Zucker (Fructose, Glucose, Mannose usw.) in 
Wasser gelést und die Lésung im Polarimeterrohr beobachtet, so wird je 
nach dem asymmetrischen Aufbau des C-Skeletts der Strahl des polari- 
sierten Lichtes mehr oder weniger aus seiner Richtung abgelenkt. Diese 
anfiingliche Drehung bleibt aber in den seltensten Fallen konstant, sondern 
ist infolge Einstellung von bestimmten Gleichgewichtsgemengen verschiedener 
stereoisomerer Formen Anderungen unterworfen; dieser Erscheinung hat 
man die Bezeichnung ,,Mutarotation’ zugelegt. 

Bei der Einwirkung von Saéuren und Alkalien auf Kohlehydrate sind 
noch zwei weitere Arten von Drehungsinderungen streng voneinander zu 
unterscheiden: 

a) Primire Drehungsainderungen, die nur in einer Verschiebung der 
Gleichgewichtsmenge der beiden stereoisomeren Formen zugunsten der 
einen oder anderen Modifikation beruhen und durch Aufheben der stérenden 
Ursache mehr oder weniger vollstindig riickgingig gemacht werden kénnen. 
Verainderungen in diesem Sinne bewirken sehr verdiinnte Alkalien, Sauren 
mittlerer Konzentration und auch einige Neutralsalze. 


b) Sekundire Drehungsinderungen (Inversion, Kondensation, Ester- 
bildung), die erfolgen, wenn durch das Lésungsmittel chemische Reaktionen 
ausgelést werden, die dann auch meist zu Verbindungen mit anderen 
Drehungsvermégen fiihren. Diese Drehungsiinderungen sind naturgemiB 
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nicht ohne weiteres wieder riickgangig zu machen und werden durch stark: 
Sauren und Alkalien hervorgerufen. 

Die Glucose erfuhr in der Richtung der primaren Drehungsiinderungen 
die griindlichste Untersuchung. Von den sekundiren Drehungsiinderungen 
hat die Inversion der Saccharose hauptsichlich durch Wilhelmy, Ostwald 
und Nernst eine griindliche experimentelle und theoretische Bearbeitung 
erfahren. Starke Anomalien bei der spezifischen Drehung der Glucose 
haben zuerst Willstdtter und Daish bei der Einwirkung von starker Salz- 
siure beobachtet. 

% . . . . . 

Uber die Inversion der Lactose ist bisher wenig bekannt geworden. 
Wir haben deshalb wegen der biochemischen Bedeutung des Abbaues 
der Lactose die Inversion zahlenmaBig mit Hilfe der Polarimeter- 
methode durchgefiihrt. 


B. Experimenteller Teil. 


Nachdem Vorversuche gezeigt hatten, daB n, 2n und 3n_ Salz- 
siiure auch bei tagelangem Einwirken bei Zimmertemperatur keine 
nennenswerte Wirkung ausléste, war die Zahl der in Frage kommenden 
Saiuren von vornherein eine sehr beschrinkte. Nur hohe Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen konnten hier zum Ziele fihren. Da aber starke 
Saiuren nicht nur invertierend, sondern auch chemisch meist unter 
Zersetzung auf Lactose wirken, versuchten wir mit organischen Siuren 
unser Ziel zu erreichen. In den angewandten konzentrierten Lésungen 
von Monochlor-, Trichloressigsiure und Benzolsulfosiure ist aber 
Lactose nicht in dem Mabe léslich, wie es fiir eine polarimetrische 
Untersuchung wegen der geringen Drehungsinderung notwendig ist. 
In konzentrierter Ameisensiure ist der Milchzucker zwar geniigend 
léslich, es findet auch bei gewoéhnlicher Temperatur eine langsame 
Drehungsanderung statt, doch lassen die Ergebnisse, im Hinblick auf 
Versuche von Grossmann und Bloch") und auf eigene, im zweiten Teile 
dieser Abhandlung besprochene Versuche, keine einwandfreie Deutung 
zu. Nach diesen negativen Befunden waren wir einzig und allein auf 
anorganische Siuren angewiesen. Von diesen scheidet die Salpeter- 
siure wegen ihrer oxydierenden Eigenschaften von vornherein aus. 
Die Inversion wurde schlieBlich mit starker Schwefelsiure, Uberchlor- 
siiure und Salzsiure bei gewohnlicher Temperatur durchgefiihrt. Fiir 
vergleichende Versuche bei verschiedenen Temperaturen und Kon- 
zentrationen wurde nur die Salzsiure s = 1,185 und die Uberchlor- 
siure s = 1,67 benutzt. 

Die Versuchsanordnung ist bei allen Versuchen folgende: 


In einem Ostwaldschen Thermostaten wurde durch einen selbsttatig 
regulierenden Mikrobrenner eine groBe Wassermenge auf konstanter Tempe- 


1) Zeitschr. d. Ver. deutsch. Zuckerind. 1912, 8. 19 bis 74. 
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ratur gehalten und mit Hilfe einer elektrisch betriebenen Zentrifugal- 
pumpe in langsamem Strom durch den Mantel der Polarimeterréhre ge- 
trieben. Die Konstanz der Temperatur wurde durch zwei Thermometer, 
von denen sich eines im ‘Thermostaten, das andere in der Versuchsfliissigkeit 
befand, stiandig kontrolliert. Als Polarimeter diente ein Halbschatten- 
apparat mit Kreisskala der Firma Schmidt & Haensch. Das Natriumlicht 
wurde in der tiblichen Weise erzeugt. Als Kochsalztriger benutzten wir 
schmale Streifen von Eisendrahtnetz, die durch Eintauchen in geschmolzenes 
Kochsalz getrinkt wurden. Das erzeugte Natriumlicht wurde noch durch 
eine vorgeschaltete Schicht von Kaliumdichromat gefiltert. Die Inversions- 
siure wurde im Thermostaten immer auf die jeweilige Versuchstemperatur 
vorgewirmt. Die Beobachtung wurde erst dann begonnen, nachdem die 
in die Polarisationsréhre eingefiillte Inversionsfliissigkeit die Versuchs- 
temperatur angenommen hatte. Die Zeitmessung erfolgte ebenfalls erst 
von diesem Moment an. Siamtliche Versuche wurden in einer Polarisations- 
rohre von 2dm Lange ausgefiihrt. 


a) Die Inversion bei wechselnder Wasserstof{fionenkonzentration. 


1. Inversion der Lactose durch Anwendung von 22n Schwefe! - 
saure?). 


Angewandte Substanz: 5g in 100 ccm. 





Zeit ‘inke rex a 
Pe aad pi T es log al K 
10 7,25 25,1 — — 
20 7,50 25,0 0,0348 0,0035 
45 8,40 25,0 0,1897 0,0054 
60 8,70 25,1 0,2636 0,0053 
90 9,05 25,0 0,3575 0,0045 
120 9,25 25,0 0,4220 0,0038 
150 9,50 25,1 0,5119 0,0037 
oo 10,50 25,0 a -- 


K im Mittel 0,0044. 


Die Konstanz der Zahlen in der fiinften Kolonne ist wenig befriedigend. 
Die Abweichungen erklaren sich durch Versuchsfehler, die wegen der 
geringen Anderung des Drehungswinkels sich stark geltend machen. Auf- 
fallend ist anormale Anfangsdrehung der Lactose. Nimmt man fiir die 
spezifische Drehung der Lactose den Wert 52,6° an, so miiBte sich fiir die 
5proz. Lésung eme Drehung von 5,26° ergeben, wihrend der Wert 7,25° 
beobachtet wurde. Die Drehung miiBte also in den ersten 10 Minuten 
von 5,26 auf 7,25° gestiegen sein, was aber in Anbetracht der geringen 
Drehungsainderung in den zweiten 10 Minuten nicht anzunehmen ist. In 
der Tat handelt es sich hier um eine Beeinflussung der Drehung durch 
die Schwefelsiure. Wir haben im zweiten Teil dieser Abhandlung ein- 
gehende Untersuchungen iiber die Anderungen der spezifischen Drehung 
der Kohlehydrate durch starke Séuren angestellt. Vorausschickend be- 


1) Siehe Abb. 1 u. 2 der graphischen Darstellungen. 
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merken wir hier schon, da die Drehung erheblich mit der Saurekonzen- 
tration steigt. Diese Wirkung haben alle konzentrierten Sauren. 

Die Anwendung noch starkerer Saurekonzentrationen zur Inversion 
hat sich als unzweckmiBig erwiesen, weil dann neben der Erhéhung des 
Anfangswerts noch sekundiire Drehungsiinderungen eintreten. 

Bei Anwendung von Schwefelsiure fiir div Inversion diirfte eine Saure- 
konzentration von 24n die giinstigste sein. 


2. Inversion der Lactose durch Anwendung von 
24n Schwefelsiure!’). 


Angewendete Substanz: 5g in 100 ccm. 














Zeit Winkel Te mperatur lode . 
Minuten Grad oC 6 az K 
10 7,60 25,0 am Fe 
20 8,20 25,2 0,0792 0,0079 
30 8,80 25,1 0,1761 0,0088 
45 9,30 25,0 0,2776 0,0079 
60 9,75 24,9 0,3950 0,0079 
90 10,30 25,0 0,6021 0,0075 
120 10,60 25,0 0,7782 0,007} 
oo 11,20 25,0 — 
K im Mittel 0,0077. 
80,-x 10% 
24nt, 50, 
70\- 
60 
22H, SO, 
50 3 
40 
30 
20;- 
70'- 
Minuten 
QO 1702030 ¥5 60 90 720 750 


Abb. 1 u. 2. Verlauf der Lactose-Inversion bei Anwendung 


von 22n HySO, und 24 n HoSOy, 


b) Die Inversion bei wechselnder Temperatur. 

Um eine Einwirkung der Saure auf die Lactose méglichst zu _ ver- 
meiden, wurden fiir diese Versuche Salzsiure s = 1,185 und Uberchlor- 
siure s = 1,67 verwendet. Desgleichen wurden, um gréBere Drehungs- 
anderungen zu bekommen, nicht 5g, sondern 8g Substanz in 100 cem 
gelost. 


1) Siehe Abb. 1 u. 2 der graphischen Darstellungen. 
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1. Inversion der Lactose durch Anwendung von 
Salzsiiure s 1,185 bei 15®!), 


Angewandte Substanz: 8g in 100 cem. 





Zeit Winkel Temperatur bog 28 ; 
Minuten Grad °C _ ae k 

10 11,09 14,9 

30 11,32 15,0 0,0220 0.0011 
60 11,71 15,1 wd 00,0618 0.0012 
120 12,12 14,9 0,1073 0,0010 
180 12,55 15,0 0,1616 0,0010 
360 13,67 15,2 0,3451 0,0010 
480 14,20 15,0 0,4694 0,0010 
oo 15,80?) _ 


K im Mittel 0,0011. 


2. Inversion der Lactose dureh Anwendung von 
Salzsaure s = 1,185 bei 20°*). 


Angewandte Substanz: 8g in 100 cem. 





Zei Winke Tempe a 
PP cn Paty Te = log x 
10 11,25 20,1 
20 11,45 20,1 0,0195 0,0020 
45 12,00 20,0 0,0782 0,0022 
60 12,20 20,0 0.1017 0,0020 
90 12,75 20.0 0,1737 0.0022 
120 13,20 20,0 0,2430 0,0022 
150 13,45 20,0 0.2869 0.0021 
oo 15,80 


(berechnet) 
K im Mittel 0,0021. 


3. Inversion der Lactose durch Anwendung von 











4 Salzsiure s = 1,185 bei 25°'). 

§ Angewandte Substanz: 8g in 100 ccm. 

4 Zeit Winkel Temperatu “ 2 

2 3 Minuten Grad + ; ms k 

ae 10 11,30 24,8 ~- - 
a4 20 11,75 25,1 0,0458 0,0046 
ne, 30 12,09 25,1 0.0838 0,0042 
7? 45 12,60 25,0 0,1481 0,0042 
: 60 13,00 24,9 0,2061 0,0041 
a4 75 13,50 24,9 0,2915 0,0045 

“Y 90 13,70 25,2 0,3310 0,004 1 

: 120 14,30 25,1 0.4711 0.00438 
oo 15,80 - 


(berechnet) 
K im Mittel 0,0043. 


1) Siehe Abb. 3 der graphischen Darstellungen. 
2) Der Endwert 15,80° wurde aus dem extrapolierten Anfangswert 
von 10,75° durch Multiplikation mit 1,47 erhalten. 
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4. Inversion der Lactose durch Anwendung von 
Salzsaure s 1,185 bei 30°). 


Angewandte Substanz: 8g in 100 ccm. 





Zeit Winkel ‘Temperatur log a ; 
Minuten Grad oC a—2 . 
10 11,60 30,0 
20 12,30 30,2 0,0792 0.0079 
30 12,90 30,0 0,1609 0.0081 
45 13,70 30,0 0,3010 0,0086 
60 14,20 30,0 0.4191 0,0084 
Co 15,80 


(berechnet) 
K im Mittel 0,0082. 


Bei diesem und den folgenden Versuchen wurde die Beobachtung 
unterbrochen, wenn die Lésung Gelbfarbung angenommen hatte. 


5. Inversion der Lactose durch Anwendung von 
Salzsiure s 1,185 bei 35°!), 


Angewandte Substanz: 8g in 100 ccm. 





Zeit Winkel Te r a 
Shanti rm eee os K 
10 12,32 35,0 - 
15 12,90 35,1 0,0792 0,0158 
20 13,45 35,0 0,1705 0,0171 
25 13,90 35,0 0,2628 0,0175 
30 14,25 35,0 0,3513 0,0176 
41 14,77 35,0 0,5287 0.0171 
50 15,07 35,0 0,6783 0.0170 
60 15,35 35,0 0, 8884 0.0178 
oc 15,80 - 
(berechnet) ‘ 


K im Mittel 0,0171. 


6. Inversion der Lactose durch Anwendung von 
Salzsiure s = 1,185 bei 40°'), 


Angewandte Substanz: 8g in 100 ccm. 





he ; Te m 
snes = T a log =. K 
1] 12,90 39.9 
15 13,75 40,0 0,1507 0.0377 
20 14 50 40,0 0,3485 0,0387 
27 14,95 40,0 0,5330 0,0333 
30 15,10 40,0 0,6173 0,0325 
40 15,50 40,0 0,9853 0,0340 
oo 15,80 — 
(berechnet) 


K im Mittel 0,0352. 


1) Siehe Abb. 3 der graphischen Darstellungen. 
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100 ~x197? Fiir sehr zweckmabig 
=40° ° ° ey 
bo hat sich die Uberchlor- 
90\ a $=35° saure 8 = 1,67 erwiesen. 
+ & Die Inversion ‘wernt 
x sehr rasch. Die Kon- 
70\- stante K hat bei 25° den 
Wert 0,0513, ist also un- 
60 gefahr zehnmal groBer als 
sol bei der Anwendung von 
t=30° t=25° Salzsaure s = 1,185. 
40 Inversion ist daher bereits 
abgelaufen, ehe nennens- 
30 t=20° Ye : 
werte Zersetzungen ein- 
20 getreten sind. 
t=1§° 
70} Abb. 3. Verlauf der Lactose 
Mirut Inversion bei Anwendung von 
I Suan ntl CIH s = 1,185 bei verschiedenen 
0 10 2030 45 60 90 720 750 780 Temperaturen, 


7. Inversion der Lactose durch Anwendung von 
Uberchlorsaure s = 1,67 bei 20°), 
Angewandte Substanz: 8g in 100 ccm. 











Zeit Winkel Temperatur ™ . 
; ee Grad °C oe K 
Be 10 14,17 19,8 a od 
‘ake 16 16,00 19,9 0,1639 0,0273 
Me 22 17,08 20,0 0,3010 0.0251 
: if 30 18,00 20,0 0,4649 0,0232 
‘a 40 18367 20,0 0,6410 0,0213 
4 fore) 20,00 20,0 -- _ 
K im Mittel 0,0242. 
: 8. Inversion der Lactose durch Anwendung von 
me Uberchlorsaure s = 1,67 bei 25°). 
Oe Angewandte Substanz: 8g in 100 ccm. 
i Zeit Winkel Pindssinne a 
- Mieuten | Grad | Min. Te 8 ae a . 
" 3 13 30 24,8 - -- 
4 é 5 14 50 24,9 0,0997 0,0500 
i 5 10 17 20 25,0 0,3849 0,055 1 
ee 15 18 25 25,0 0.6133 0,0511 
20 19 00 25,0 0,8129 0,0478 
aa 30 19 35 25,0 1,1931 0,0442 
. oc 20 00 25,0 wn se 
os K im Mittel 0,0500. 


1) Siehe Abb. 4 der graphischen Darstellungen. 








Seth cP tit 0 eat Se 


Pi Pie BB si be 


seinen ic 


ah tt cn BRN niin BAG ao 


Pio Sa ack mw 





ige 


Is 


on 
en 








ara i 








Inversion der Lactose mit starken Sauren. 553 


Ergebnis. Die Inversion der Lactose durch Salzsiure s = 1,185, 
22n und 24n Schwefelsiure und Uberschlorsiure s = 1,67 ist, wie 
vorstehende Tabellen und graphische Dar- 


. . 7 -2 
stellungen zeigen, von der Wasserstoffionen- 775 *” 


konzentration und in besonders hohem Grade — i) 7 dail 
von der Temperatur abhiingig. Sie befolgt, im | st 
Gegensatz zu der durch Enzyme _ bewirkten “i 
Inversion, innerhalb der Versuchsfehler das 9} 
Gesetz fiir monomolekulare Reaktionen. Nach | 
einem von van’t Hoff empirisch abgeleiteten of 
Gesetz findet bei 10° Temperaturerhéhung ge- 72 z 
ae Siem eal ae p t=20 
wohnlich eine Verdoppelung bis Verdreifachung  , 
der Reaktionskonstanten statt. Bei der In- 
version der Lactose vervierfacht sich die Kon- *7| 
stante bei einer Temperaturerhéhung von 10°. 4, 
In Anbetracht der groBen Bestindigkeit 
der Lactose gegeniiber Wasserstoffionen ist das ”” 
Resultat iiberraschend. Die besten Versuchs- gg 
bedingungen liegen bei einer Temperatur von 
25 bis 30°, weil da die Inversion bereits prak- Minuten 








tisch beendet ist, ehe die durch Zereetzung oT wa ae a 
Lactose hervorgerufenen Drehungsinderungen pp. 4 Verlauf der Lactose: 
maBgebend ins Gewicht fallen. Auch die Maltose =version durch Anwendung 
e a 4 Z _ : von Uberchlorsaure s = 1,67 

kann mit Hilfe dieser Methode bei gewéhnlicher bei 20° und 25". 
Temperatur invertiert werden. 

Zur theoretischen Berechnung der Konstanten K bei verschiedenen 
Temperaturen wurde die van ’t Hoffsche Formel 


b(t, — t,) = log K, — log K, 


benutzt. Fiir die Inversion mit Salzsiiure s = 1,185 ergeben sich folgende 
Werte!): 





“wr K beobachtet K berechnet 
15 0,0011 _ 
20 0,0021 0,0021 
25 0.0043 0,0042 
30 0,0082 0,0084 
35 0,0171 0,0168 
40 0,0353 0,0340 


1) Die Anderung der Konstanten K mit der Temperatur und ihre 
Abhangigkeit von der Wasserstoffionenkonzentration ist in der Abb. 5 
graphisch dargestellt. 
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Wie vorstehende Tabelle zeigt, stimmen die berechneten Werte von 
K innerhalb der Fehlergrenze mit den beobachteten Werten gut iiberein. 





; 
3 
} 
: 











“3 
JS hed c) Die Inversion der Lactose bei wechselnder 
30} © Konzentration. 
. \Y 
| s Alle Versuche wurden mit Salzsaure s 1,185 
3 bei 25° ausgefihrt. 
| SS 1. Angewandte Substanz: 4g in 100 cem'). 
20} 
| ° 
Zeit Winkel Temperatur a 
‘ Jog K 
Minuten Grad | Min. 0c a—x 
10 5 5 30 25,0 : =e 
10 5 40 25,0 0,0322 0,0064 
30 6 00 24,9 0,1047 0,0042 
60 6 30 23, ! 0,2430 0,0044 
Grad 90 6 52 25,0 0,3827 0,0045 
0 0 20 30 VO 120 7 03 25,0 0,4740 0,004 | 
Abb. 5. Abhiingigkeit derReak- 7 60 | (25,0 


tionsgeschwindigkeitskonstanten 
K von der Temperatur. 


2. Angewandte Substanz: 


3. Angewandte Substanz: 


K im Mittel 0,0051. 


8g in 100 c¢em!'). 
Aus den Versuchen unter b), Ziffer 3 ergibt sich K im Mittel 0,0043. 
12g in 100 cem!). 











Zeit Winkel Temperatur log u K 
Missten "|| Ged | Mie. °C = 
5 16 08 25,3 - — 
10 16 33 25,0 0,0232 0,0046 
35 17 40 25,1 0,0924 0,0030 
Pret 9 60 18 40 25,0 0.1654 0,0030 
; 90 19 30 25,1 0,2372 0,0028 
Be 120 20 30 25,1 0,3428 0,0030 
j oc 24 80 _ 
(berechnet ) 
K im Mittel 0,0034. 
4. Angewandte Substanz: 20g in 100 ccm’). 
Zeit Winkel Temperatur se 3 
zi { Minuten Grad Min. °C log a=—z K 
5 26 30 25,2 _ 
i. 10 26 50 25,2 0,0117 0,0023 
a 30 27 35 25,0 0,0594 0,0015 
ay 60 28 30 25,0 0,0757 0,0013 
Pear 90 29 30 25,0 0,1192 0,0014 
120 30 00 25,1 0,1427 0,0012 
300 34 00 25,1 0,3979 0,0014 
oo 39 00 ~ -- -— 
(berechnet) 


K im Mittel 0,0015. 


1) Siehe Abb. 6 der graphischen Darstellungen. 
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Die Reaktionsgeschwindigkeit nimmt also entgegen den Erwar- 
tungen mit steigender Konzentration der Lactose ab. Einen gesetz- 
maBigen Zusammenhang zwischen 


40-107? 

: : we . | ¢gr in 100am 
diesen heiden GréBen konnten wir I 
nicht feststellen. Die Versuche | ty : 

. . . ! run 
lassen deshalb keine einwandfreie “hs J 129r 

; a” we Se in 

Deutung zu, weil bei diesen Saure- ur? 100cem 


undZuckerkonzentrationen nennens- 
werte Stérungen durch Konden- 
sation usw. eintreten. Vielleicht 22 





spielt der Quotient: siete tani 
Lactosekonzentration 
Wasserstoffionenkonzentration ’ 10 
der je nach der angewandten Lac- 
tosemenge = 1 sein kann, eine aus- 





Minuten 

schlaggebende Rolle. 0-0 2030 7) 7 ae 
Fiir die theoretische Berechnung Abb. 6. Verlauf der Lactose-Inversion durch 

der Reaktionsgeschwindigkeitskon- Anwendung von CIH * = 1,185 bei 25? und 

: : wechselnder Lactose-Konzentration. 

stanten bei verschiedenen Tempe- 

raturen wird ausschlieBlich die van *t Hoffsche Formel benutzt. Es ist 

nun versucht worden, die Konstante AK auf Grund einer anderen 

Formel theoretisch zu berechnen. Aus der graphischen Darstellung der 

Abhangigkeit derselben von der Temperatur ersieht man, da die erhal- 

tene Kurve eine Kurve wechselnder Ordnung ist und sich durch die Forme! 

K=a.T*-t 
darstellen laBt. Fiir verschiedene Temperaturen lautet dann die Forme! 
log (K, — K,) = 6.(T, . log T, — T, . log 7). 
Die Forme] enthailt also neben der Differenz der Temperaturen auch 
die Absolutwerte derselben. Die nach dieser Formel berechneten 





Werte sind in folgender Tabelle zusammengestellt. 





—" K bercchnet K beobachtet 
15 0,0011 0,0011 
20 0,0021 0,0021 
25 0,0043 0,0043 1) 
30 0,0085 0,0082 
35 0.0172 0,0171*) 
40 0,0339 0,0352 


Die berechneten und beobachteten Werte stimmen also auch bei 
dieser Formel innerhalb der Fehlergrenzen iiberein. 


1) Diese beiden Werte dienten zur Berechnung der Konstanten a und /. 








B. Bleyer u. H, Schmidt: 


Zusammenfassung. 

1. Die Inversion der Lactose durch starke Séuren erfolgt im 
Gegensatz zur enzymatischen Spaltung nach dem Gesetz fiir mono- 
molekulare Reaktionen. 

2. Die Reaktionsgeschwindigkeit ist stark von der Temperatur 
abhingig. Pro 10° Erhéhung findet eine Vervierfachung der Kon- 
stanten K statt. 

3. Der katalytische Einflu8 der Wasserstoffionen wichst mit ihrer 
Konzentration. 

4. Steigende Lactosekonzentration verringert die Reaktions- 
geschwindigkeit. 

Die Inversion der drei wichtigsten Disaccharide erfolgt also verschieden 
leicht. Wahrend Rohrzucker sehr leicht, wird Maltose schwer und Lactose 
sehr schwer bei gewohnlicher Temperatur durch Saéuren in die Komponenten 
gespaltet. Der tiefere Grund dieses Verhaltens ist in der chemischen Kon- 
stitution dieser drei Kohlehydrate zu suchen. Von ausschlaggebender 
Bedeutung werden die Bindungsverhialtnisse der C-Atome an der Sauerstoff- 
briicke sein, was einwandfrei daraus hervorgeht, daB jede Biose nur durch 
ein besonderes Enzym invertiert werden kann. So ist das Invertin @urch 
seinen stereochemischen Aufbau fiir die Rohrzuckerspaltung, die Maltose fiir 
die Maltosespaltung und die Lactose fiir die Lactosespaltung eingestellt. 

Der Rohrzucker ist das innere Anhydrid von Glucose und Fructose 
und besitzt nach Emil Fischer folgende Konstitution: 


O 


ne oll Min” 
HOCH,—CH OH—CH—CHOH—CHOH—CH y-oxydische Glucose 
>O0 
CH, OH—CH OH—CH OH—CH—C—C H,OH «a-oxydische Fructose 
O 


Der Maltose und der Lactose kommt nach neueren Forschungen 
folgende Konstitution zu: 


Maltose: 
_O 
CH, OH—CH OH—CH—CHOH—CHOH—CH 
| 
O 
| 
HOCH—CHOH—CHOH— CH—CH OH—CH, 
on oO a il - 
Lactose: 
O 
CH,OH—CH OH—CH—CH OH—CHOH—CH Galaktoseteil 


O 
| 
HOCH—CH OH—CH OH—CH—CH—CH,OH Glucoseteil 


— ~o 


— 
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Die geringe bestindigkeit des Rohrzuckers gegeniiber Sauren ist 
vielleicht auf die gréBere Reaktionsfaihigkeit des a-Oxydrings der Fructose 
guriickzufiihren. Aus diesen Versuchen kann man aber noch einige biologisch 
wichtige Schliisse ziehen. Auffallenderweise wird Lactose, die die gréBte 
Widerstandsfaihigkeit gegen Sauren zeigt, schon von sehr verdiinntem 
Alkali angegriffen und zu einfachen Bausteinen, meist bis zur Milchsiure, 
abgebaut. Kohlehydrate kénnen also in vitro und sehr wahrscheinlich 
auch im K6rper in zweifacher Weise in einfache Verbindungen zerlegt 
werden. Die dabei sich abspielenden Prozesse sind sehr verschiedener 
Natur. In saurer Lésung wird das Disaccharid zuerst invertiert. Die ein- 
zelnen Komponenten werden dann in einer bis jetzt noch nicht vollstandig 
geklarten Weise weiter verarbeitet. Der Abbau in alkalischer Lésung 
geht dagegen ohne vorherige Inversion vom Disaccharid mit 12 Kohlenstoff- 
atomen direkt zur Milchsiure mit drei Kohlenstoffatomen. Eine vorher- 
gehende Spaltung ist bis jetzt experimentell noch nicht nachgewiesen 
worden. Sie ist auch nicht wahrscheinlich, da die entstehende Glucose 
groBere Bestindigkeit gegeniiber Alkali wie die Lactose zeigt. Zu ahnlichen 
Ergebnissen kommt auch Wiéllstdtter') beim Studium der Hefegiirung. 
Er findet, da8 ein Teil des Zuckers ohne vorherige Spaltung direkt von 
der Hefe vergoren wird. Es hat nun sicher einen tieferen Grund, da® in 
der Milch dieser von der Natur fiir die Nachkommenschaft bereitgestellten 
Nahrfliissigkeit, der Milchzucker immer in bestimmter Menge enthalten 
ist. Durch die geringe Wasserstoffionenkonzentration der Magensiure 
kann, nachdem spezifische, Lactose spaltende Fermente im Magen zu fehlen 
scheinen, nicht verindert werden. Ein Abbau kann erst im alkalisch 
reagierenden Darm, wahrscheinlich unter Mithilfe von Fermenten, er- 
folgen. Wir halten daher die Annahme fiir nicht zu gewagt, daB der alka- 
lische, also der direkte Abbau der Kohlehydrate im Stoffkreislauf des 
menschlichen Kérpers eine gréBere Rolle spielt, als der Abbau in saurer 
Lésung und da8 dasjenige Kohlehydrat, das diesem Abbau am leichtesten 
unterliegt, ernihrungsphysiologisch eine bevorzugte Stellung einnimmt. 
Es ware unter den vorstehenden Voraussetzungen auch interessant, erneut 
und eingehend zu untersuchen, wie sich die Lactose wegen ihrer gréBeren 
Saurebestindigkeit bei der Ernahrung der Diabetiker verhilt. 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 118, 168; 115, 211. 
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Beitrige zu den Oxydationsvorgingen am Kohlemodell. 


Von 
0. Meyerhof und H. Weber. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Kiel.) 
(Eingegangen am 1. Dezember 1922.) 


Mit 8 Abbildungen im Text. 


Inhaltsangabe. 

I. Die Selbstoxydation der Kohle in alkalischer Lisung ... . 560 
II. Die Seibstoxydation der Kohle: eine Oberflichenkatalyse . . 563 
III. Die Bedeutung der OH’-Adsorption und der Kationen fiir die 

Ap IRIRAI 6) neg BR Rhee, Weg ices a0) GBB 
IV. Orientierende Versuche iiber die Oxydation organischer Sub- 
NT isn Ge ea EAR eee el wie is OID 


Die Untersuchungen O. Warburgs!) tiber die Verbrennung der 
Aminosauren an Blutkohle (Mercks Carbo medicinalis) haben so genaue 
Analogien dieses Oxydationsvorgangs mit den Atmungsprozessen 
in lebenden Zellen ergeben, daB dies unméglich auf einer bloB zufalligen 
Ubereinstimmung beruhen kann. Wir nehmen vielmehr mit 0. Warburg 
an, daB es sich hier um eine ursichliche Beziehung handelt, indem 
die Aminosauren deshalb an Tierkohle in einer sehr ahnlichen Weise 
und zu denselben Endprodukten (CO,, N Hg, 'H,S0O,) wie im Tierkérper 
oxydiert werden, weil der Mechanismus in beiden Fallen in wesentlichen 
Punkten iibereinstimmt. Es handelt sich nach Warburg um eine Oxy- 
dationskatalyse an Oberflichen, die schwermetallhaltig (Fe) sind. 

Aus diesem Grunde haben wir uns zuniachst allgemein die Frage 
vorgelegt, ob die Aminosiuren eine besondere Stellung der Kohlen- 
oberflache gegeniiber einnehmen, oder ob es auch gelingt, andere Nihr- 
stoffe, insbesondere Kohlehydrate und Fettsiuren an Tierkohle zu 
oxydieren. Wir kénnen gleich hervorheben, daB in der Tat, soweit 
wir bisher festgestellt haben, mindestens in quantitativer Beziehung 
den Aminosiuren eine ganz bevorzugte Stellung zukommt, und dab 
bei gleicher Adsorbierbarkeit Fettsiuren, Dicarbonsiuren, Oxysiuren 
nur auBerst geringfiigig, Zucker so gut wie gar nicht oxydiert werden. 
Geringere Oxydationen, soweit sie physiologisch interessant sind, 
werden im SchluBteil dieser Arbeit angefiihrt. 


1) Diese Zeitschr. 118, 257, 1921; 119, 134, 1921. 























O. Meyerhof u. H. Weber: Beitrage zu den Oxydationsvorgangen usw. 559 


Bei Versuchen, Kohlehydrate in schwach alkalischer Lésung an 
Tierkohle zur Oxydation zu bringen, wurden wir auf eine eigentiimliche 
Selbstoxydation der Tierkohle in alkalischer Lésung aufmerksam. 
Da dieser Vorgang eine interessante Gesetzmabigkeit erkennen liel3, 
und sich ebenfalls als eine typische Oberflichenkatalyse herausstellte, 
haben wir ihn hier naher untersucht, um einen weiteren Einblick in 
die chemischen Vorginge zu erhalten, die sich in der Adsorptionsschicht 
der Kohle abspielen. Obendrein bot auch dieser ProzeB gewisse Analogien 
zu physiologischen Oxydationsvorgingen. 

DaB bei der Aufnahme von Sauerstoff durch fein verteilte Kohle 
diese unter gewissen Umstiinden der Selbstoxydation unterliegen kann, 
ist schon von verschiedenen Autoren beobachtet. Allerdings handelt 
es sich dabei meist nicht um in wisseriger Lésung suspendierte Kohle. 
Baker") fand z. B., daB Tierkohle, die feuchten Sauerstoff aufgenommen 
hatte, diesen beim Auspumpen bei 100° gréBtenteils als CO, abgab, 
nicht dagegen bei tiefer Temperatur, wo der Sauerstoff unverindert 
abgegeben wurde. Ebenso gibt die Kohle nach Smith und Reichard?) 
beim Kochen in Wasser den aufgenommenen Sauerstoff als Kohlensiure 
ab. Besonders bemerkenswert ist ferner die Feststellung von Wéhler®), 
da gewoéhnliche, stark adsorbierbare Holzkohle an sich meist nicht mit 
fliissigem Sauerstoff explodiert, auch nicht nach UbergieBen mit Eisen- 
salz, wohl aber wenn sie mit diesem getriinkt und dann gegliiht wurde. 
Es ist dies dasselbe Verfahren, durch das es Warburg gelang, aus Benzoe- 
siure hergestellte Kohle zur Oxydation von Aminosiuren zu befihigen‘). 
SchlieBlich wird von Franz Fischer®) angegeben, daB Braunkohle und 
Lignin in schwacher Alkalilauge bei Zimmertemperatur an der Luft 
oxydiert wiirden und dabei in unlésliche Produkte tibergingen. 


Methodik. Die allgemeine Methodik stimmte mit der von Warburg 
verwandten iiberein. Benutzt wurde Carbo animalis, hochwertig biologisch 
geprift. Die Oxydationsmessungen nach der Methode Warburg-Siebeck 
fanden im Thermostaten von 38° statt. Das Volumen des Gasraums der 
OxydationsgefiBe betrug etwa 12ccm. Die meisten Messungen wurden 
in Luft vorgenommen, einige wenige in reinem Sauerstoff (s. unten). Zu- 
meist wurde 0,05 g Kohle auf 2 ccm wasseriger Lésung verwandt, in ein- 
zelnen Fallen 0,1 g. Die Kohle wurde vor Einfiillen in die GefaBe mit der 
wisserigen Lésung geschiittelt, um ein Adsorptionsgleichgewicht mit den 
in der Fliissigkeit gelésten Gasen herzustellen. Unter diesen Umstinden 
zeigt die Kohle, in reinem Wasser und neutraler Lésung suspendiert, nur 


1) Journ. Chem. Soc. 51, 249, 1887. 

2) Zeitschr. f. angew. Chem. 31, 192, 1921. 

3) Ann. d, Chem., Suppl. 2, 262; Chem. Zentralbl. 1866, S. 753; zitiert 
nach Engler-Weissberg, Vorgange der Autoxydation, 8.71. Braunschweig 
1904, 

4) Diese Zeitschr. 119, 149, 1921. 

5) Naturwissenschaften 9, 958, 1921. 
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eine ganz geringfiigige Sauerstoffaufnahme, die bei verschiedenen Priaparaten 
verschieden groB ist, haufig kaum mefbar und héchstens 2 bis 3 emm O, 
pro 1 Stunde bei den hier verwandten Mengenverhiltnissen betragt. 

Die Kohlensiure wurde ebenfalls nach der Warburgschen Methode im 
Barcroftmanometer bestimmt, durch Austreibung mit Phosphorséiure oder 
Salzsture. Bei der Berechnung wurde fiir das geléste CO, eine Korrektur 
angebracht!). Diese Methode ist hier nicht ganz geiau, weil beim Ansaéuern 
der Kohle eine gewisse Menge Sauerstoff aufgenommen wird, so da der 
durch die Kohlensiiureaustreibung entstandene positive Druck in den 
ersten Minuten ziemlich rasch sinkt. Wird aber in der Vorkontrolle und 
in der Schlu8bestimmung genau gleich verfahren, so fallt dieser Fehler fast 
ganz heraus*). Qualitativ erhielten wir iibrigens dieselben Resultate mit 
der Warburgschen Barytmethode. Zu quantitativen Bestimmungen haben wir 
sie nicht benutzt, weil sich wegen des hohen Kohlensiuregehalts der Natron- 
lauge und der langen Austreibungszeit gewisse Schwierigkeiten ergaben. 

Fiir Adsorptionsmessungen wurde eine gréBere Menge Kohle in einer 
entsprechend gréBeren Fliissigkeitsmenge suspendiert, nach mehrfachem 
Aufschiitteln mehrere Stunden lang absitzen gelassen und dann die ab- 
geheberte, nur schwach getriibte Lésung titriert. Wir tiberzeugten uns, 
dai weder fiir die Messung der OH-Adsorption noch die der untersuchten 
Narkotika die geringe Triibung der Lésung, die von feinem Kohlenstaub 
herriihrt, einen Fehler verursacht. Ebenso wurde sorgfaltig darauf ge- 
achtet, Fehler durch Luftkohlensiure zu vermeiden, indem beim Umfiillen 
alle Lésungen so kurz wie méglich der freien Luft exponiert wurden. Auch 
wurde die GréBe der hierbei méglichen Ungenauigkeit durch Kontrollen 
ermittelt. 


I. Die Selbstoxydation der Kohle in alkalischer Liésung. 

In verdiinnter Natronlauge suspendierte Tierkohle nimmt beim 
Schiitteln mit Luft bei 38° kontinuierlich Sauerstoff auf. Die Sauerstoff- 
aufnahme wiichst mit zunehmender OH’-Konzentration, wenn auch 
nicht proportional mit ihr. (Genaueres s. Kapitel 3.) Die Gesamtmenge 
des aufgenommenen Sauerstoffs kann sehr betrachlich sein. Wenn 
auch die Geschwindigkeit der Reaktion allmahlich nachlaBt, so ist sie 
jedenfalls in 8 Stunden noch nicht beendet, lingere Versuche haben 
wir nicht gemacht. Manche Kohlenpriparate verbrauchen pro 0,1 g 
in n/2 NaOH in 4 Stunden 400 emm O, und mehr. Die Menge des auf- 
genommenen Sauerstoffs und die Geschwindigkeit der Oxydation 
ist in den verschiedenen Priparaten sehr verschieden. Altere, in 
GlasgefiBen gelieferte Kohle nahm sehr viel mehr Sauerstoff auf als 
die spiter bezogene in Kartonverpackung, wiihrend die Geschwindigkeit 
der Aminosiurenoxydation bei beiden nicht sehr verschieden war. Es 
ist hier also ein anderer Faktor im Spiel und weitere Beobachtungen 
gestatten den SchluB, daB die GréBe der Sauerstoffaufnahme unter 


1) Siehe z. B. O. Meyerhof, Pfliigers Arch. 169, 117, 1917. 

2) Nach Warburg (diese Zeitschr. 113, 261, 1921) bleiben auBerdem 
einige Prozente der gebildeten Kohlensiure an der Kohle adsorbiert, was 
eine weitere Ungenauigkeit darstellt. 
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anderem abhingt von dem Vorrat an oxydablen Kohlenstoffverbindungen, 
die an der Kohleoberfliche adsorbiert sind. Dieser Vorrat variiert 
offenbar nicht nur mit der Herstellungsart der Kohle, sondern vermutlich 
auch mit ihrer Aufbewahrung, indem bei Zutritt von feuchter Luft 
diese Stoffe schon vorher spontan oxydiert sein kénnen. 

Beispiele: 

a) 0,1 g Kohle aus GlasgefaB, n/5 NaOH in 100° O, in der ersten 
Stunde 84cmm O,, im ganzen in 8% Stunden 387 emm Q,. 

b) 0,1 g desselben Kohlenpriparats, n/2 NaOH in 100° O, nach 
4 Stunden 380 cmm OQ, . 

c) 0,1 g Kohle aus GlasgefaB, n/2 NaOH, in 1% Stunden 133 ecmm O,. 
Leucinoxydation 165 cmm O,. 

0,1 g Kohle aus Pappkarton, n/2 NaOH, in 1% Stunden 69 emm O,. 
Leucinoxydation 167 cmm Q,. 

Da es sich bei dieser Sauerstoffaufnahme tatsichlich um eine 
Verbrennung handelt, wird bewiesen 1.durch den Vergleich der Gas- 
zehrung in Sauerstoff, Luft und Stickstoff, 2. durch die gleichzeitige 
Kohlensiurebildung, 3. durch die Wiarmeténung des Prozesses, 4. durch 
den Temperaturkoeffizienten. 

Wihrend, wie sich aus obigem Beispiel ergibt, in Luft pro 1 Stunde 
30 Minuten 70 bis 130cmm O, verbraucht werden, findet man nach 
langerer Durchspiilung der GefaiBe mit Stickstoff nur eine unbedeutende 
Gaszehrung, die in derselben Zeit 3 bis 8 cmm betriagt. Diese ist wohl 
auch auf methodische Ungenauigkeiten zu beziehen, niimlich den Gehalt 
des kauflichen Stickstoffs an Kohlensiure, die bei nachtraglicher Ab- 
sorption in der Natronlauge zu negativem Druck AnlaB gibt. Jedenfalls 
kommt diese Gaszehrung gegen den Sauerstoffverbrauch der luft- 
gesiittigten Kohlesuspension nicht in Betracht. 

Die Oxydationsgeschwindigkeit der Anfangszeit ist in Sauerstoff 
gegeniiber Luft durchschnittlich um 60 °% gesteigert. DaB es sich hier 
um wirkliche Abhingigkeit vom Sauerstoffdruck und nicht etwa nur 
um eine bessere Sauerstoffversorgung handelt, geht daraus hervor, 
daB die Verringerung der Kohlenmenge die Oxydationsgeschwindig- 
keit pro Gewichtseinheit nicht vermehrt. 

Beispiele: a) Sauerstoffverbrauch in 1 Stunde in n/2 NaOH. 


1. 0,025 g Kohle in 20% O, .. . 25cemm O, 
TS ae See | oe ee 
2: y eee > ere eee ee 


b) 0,1 g Kohle in 4 Stunden in n/2 NaOH in 20% O, 254cemm O,, 
in 100% O, 380cmm Q,. 

2. Entsprechend dem Sauerstoffverbrauch wird Kohlensaure 
gebildet. Das Verhiltnis (RQ) ist bei verschiedenen Kohlepraparaten 
nicht ganz gleich und scheinbar ist der Quotient bei den starker sauerstoff- 
zehrenden Kohlepriparaten gréBer; aber in allen Fallen ist er zwischen 
0,5 und 1 gelegen. 
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Beispiele: T'abelle I 





eae nNaOH Zeit “G™  CGi_-RQ 
£ 
Stark oxydierende Kohle . . . | 0.15 0,2  2b40’ 151 150] 
0,1 0,6 64 322 218 == 0,7 
0,1 0,5 4 256 215 = 0,85 
0,05 = 0,4 3 112 93 0,85 
Schwach oxydierende Kohle . . | 0,1 0,25 | 3 85 42 0,5 
0,05 0,5 3 73 50 OO,7 


3. Die Warmebildung wurde in der von dem einen von uns be- 
schriebenen Anordnung gemessen!), und zwar wurde das Kalorimeter 
wihrend der MeBperiode dauernd von Sauerstoff durchstrémt, was 
zugleich zum Aufwirbeln der Kohle diente. Entsprechend wurde auch 
der Vergleichsversuch der Gaszehrung mit Sauerstoffsittigung gemacht. 
Die Wirmeténung stimmte der GréBenordnung nach mit der Ver- 
brennungswirme von Fetten oder Kohlehydraten iiberein. Wahrend 
pro 1 cem O, bei Kohlehydratverbrennung 5 cal., bei Fettverbrennung 
4,6 cal. gebildet werden, ergab sich hier gegen 4 cal. (zwischen 3,5 und 
4,0 cal.). Die etwas geringere Wirmebildung ist méglicherweise auf 
ungeniigende Sauerstoffsittigung in den KalorimetergefiBen zu be- 
ziehen, da im allgemeinen die Warme pro Gewichtseinheit Kohle bei 
geringeren Mengen etwas gréBer war. Auf jeden Fall haben wir es mit 
einem typischen Oxydationsvorgang organischer Molekiile zu tun. 

Die Versuche der Tabelle If wurden im Thermostaten bei 22° 
angestellt. weil die Warmemessungen bei 38° leicht fehlerhaft ausfallen. 





Tabelle II. 
Sauerstoffversuch War neversuch 

‘ ys NaOH 
Nr. || Zeit |" Koble | Fliss. | Op Kole | Fliss. yicg, | seal my 

ccom com cmm g ceom "| prolg 

} | 

1 | 1n30° 0,52 fo, 0,1 | 1,5 | 67 | 15 || 220 | 35 | 2,34] 3,5 
2 |1 30! 0,52 0,1 | 23 | 64 10 || 220 25,7 | 2,57 || 4,0 
3 140 0,46 | 0,05 1,1 40 ) _ ‘nil eek Es 

0:46 | 005. 1 31 | 10 || 220 | 26,3 2,63 | 3,8 


4. Der Temperaturkoeffizient von Adsorptionskatalysen kann 
bekanntlich in weiten Grenzen schwanken. In extremen Fallen ist er 
entweder sehr klein, nur wenig iiber | (pro 10°), wenn die Diffusion 
der begrenzende Faktor fiir die Reaktionsgeschwindigkeit ist; oder aber 
er ist so groB wie ein chemischer Koeffizient, 2 oder dariiber, wenn die 
Geschwindigkeit allein durch die chemische Reaktion im Adsorptionsraum 
bestimmt wird?). Hiufig indes liegen kompliziertere Verhaltnisse vor. 


1) O. Meyerhof, diese Zeitschr. 35, 246, 1911; Pfliigers Arch. 146, 149. 
®) Siehe Freundlich, Kapillarchemie, 2. Aufl., 1922, S. 187 ff. 
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Mit einem solchen Fall scheinen wir es hier zu tun zu haben. Der 
Temperaturkoeffizient betriigt etwa 1,75 pro 10°. 





Beispiele : 
Tabelle 111. 
Kohle Tiefe O Hobe Oo 
Nr. n NaOH Zeit Tempe: 2 Tempes — Kio!) 
g ratur cmm ratur cmm 
1 0,46 0,05 1h30/ 22,5° 18,5 38,8° 44,5 ,70 
2 0,46 0,05 l 22.5 22,5 38,8 56 1,76 
3 0.1 0,1 3 18.8 34 37.8 94 1.80 


Es erschien nun méglich, daB der fiir eine chemische Reaktion 
etwas kleine Temperaturkoeffizient daher riihrt, daB die OH-Ionen 
hei 38° geringer adsorbiert wiirden als bei 20°. Dies ist jedoch nicht der 
Fall. Innerhalb der Fehlergenauigkeit ist die Adsorption von OH’, wie 
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Abb. 1. Temperaturkoeffizient der Adsorption, Ordinate: adsorbierte 
Millimol OH’. Abszisse: Gleichgewichtskonzentration OH’ in Millimol. 


wir feststellten, bei den Temperaturen von 42° und 12° gleich, allenfalls 
bei der héheren Temperatur etwas gr6Ber (s. Abb. 1). Dieser Umstand 
berechtigt auch dazu, die bei Zimmertemperatur bestimmte Adsorption 
direkt mit den bei 38° gemessenen OxydationsgréBen zu_ vergleichen. 


If. Die Selbstoxydation der Kohle: eine Obertlichenkatalyse. 

Der hier beschriebene Oxydationsvorgang gewinnt sein Interesse 
fiir uns dadurch, daB es sich um eine Adsorptionskatalyse handelt. An 
sich kénnten ja die teerartigen Produkte oder ahnliche Verbindungen, 
die bei der Verkohlung des Blutes entstehen, auch in der alkalischen 
Lésung oxydiert werden. Dal der Vorgang indes an der Oberfliche 
verlauft. folgt auf Grund des von Warburg eingefiihrten Kriteriums, 
indem die Oxydation durch Narkotika in den typischen Konzentrationen 
entsprechend der Traubeschen Regel gehemmt wird. Wir haben dies 
fiir mehrere Urethane genauer untersucht. Die Gleichgewichtskon- 
zentration der Urethane und die adsorbierten Mengen haben wir in 
einzelnen Fallen stalagmometrisch ermittelt, indem zuniichst fir 

a, \i0 
1) Berechnet nach der Formel: Ky, = (“i , wo a die Oxydation bei 


der Temperatur ¢, a, bei der ‘l'emperatur ¢ + 7 bedeutet. 
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verschiedene Narkotikakonzentrationen die Tropfenzahl mit dem 
Stalagmometer festgestellt, und dann die Tropfenzahl der von der 
Kohle abfiltrierten Lésung in die gefun- 














% dene Kurve eingezeichnet wurde. So wurde 
~- fiir drei Konzentrationen von _ Isobutyl- 

urethan Gleichgewichtskonzentration und 
” “| ~ adsorbierte Menge bestimmt und mit der 
30 Oxydationshemmung verglichen. Es ergab 


sich genau wie in den Versuchen Warburgs 
20 eine direkte Proportionalitit zwischen beiden 
of GréBen (s. Abb. 2). 
70 Bei Athylurethan und Propylurethan 
haben wir die Gleichgewichtskonzentration 
* i. 07 Qz_ gleich der zugesetzten Menge angenommen, 
Abb.2, Oxydationshemmung was jedenfalls fiir das erstere keinen Fehler 
alsFunktionderadsorbierten n r - , 
Menge Isobutylurethan, bedeutet, da die Verringerung der Konzen- 
Ordinate: prozentische Hemmung. tration stalagmometrisch nicht zu be- 


Abszisse : adsorbierte Millimol Iso- ¥ 
butylurethan. stimmen war. 




















Tabelle IV. 





Ausgangs: Gleichgewichts:  Adsorbierte 


losung lésung’ Miliimol Hemmung 
mol mol (fur 2 ccm) Of, 
Isobuthylurethan . . . 0,049 0,004 0,09 28 
ob sae 0,075 0,01 0,13 39 
os 0,11 0,022 0,176 50 
Athylurethan. . . . . 0,25 0,25 45 
3 Tae 0,4 0,4 56 
Propylurethan ... . 0,05 37 
“ clk TA i 0,2 54 
” «6 Reoiae 0,5 as 75 
Phenylurethan ... . -- 0,000 375 30 
re oh tak Sg ad 3 — 0,002 — 68 


Die Oxydationshemmung mit Phenylurethan wurde ermittelt, 
indem die Kohle 5mal mit bestimmten Phenylurethanlésungen in 
der Zentrifuge gewaschen wurde. 

50°, Hemmung wurde demnach erzielt durch etwa 


Athylurethan. . . . . . . . . 0,25 mol 
Propylurethan:«:...5. 2.6520 65. OL. mol 
Isobuthylurethan . . . . . . . 0,022 mol 
Phenylurethan .. . 0,001 mol 


Ks erschien méglich, dali die Narkotika nicht den oxydablen 
Stoff, sondern das OH’ von der Kohleoberfliche verdringen, da, wie 
wir im nachsten Kapitel sehen werden, die Oxydationsgeschwindigkeit 
der adsorbierten OH-Menge genau proportional ist. Dies ist jedoch 
nicht der Fall und war schon nach den Versuchen von Michaelis und 
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Rona') und dem von diesen Autoren aufgestellten ,,Verdriingungs- 
gesetz‘ unwahrscheinlich. Auf Grund dieses Gesetzes werden namlich die 
polaren Verbindungen unabhingig von den oberflichenaktiven Stoffen 
adsorbiert und eine ausgesprochene Verdriingung findet nur innerhalb 
Gruppe statt. In der Tat wurde die Adsorption von jeder OH’ durch 
m/2Athylurethan, welches gut 50%, hemmt, gar nicht verringert. Beispiel : 

0,48 n NaOH Anfangskonzentration ergibt nach Adsorption 0,435 n 
Endkonzentration und 0,045 adsorbierte Millimol OH’. Die gleiche Anfangs- 
konzentration gibt mit m/2 Athylurethan 0,434 Endkonzentration und 
0,046 adsorbierte Millimol OH’. 

Wahrend die Selbstoxydation der Kohle sich also gegeniiber den 
Narkotika genau verhilt wie die Oxydation von Aminosiuren und 
Oxalsaure, ist dies gegeniiber Blausiure nicht der Fall. Erst n/l0O0 KCN 
Lésung hemmt etwa 50%, eine n/1000 Lésung ist vollstandig unwirksam. 
In héheren Konzentrationen als n/100 verbrennt aber die Blausiiure 
selbst mit merklicher Geschwindigkeit. Doch kann man diese schwache 
Beeinflu8barkeit durch Blausaure nicht als einen strikten Gegenbeweis 
dafiir ansehen, da®B es sich in unserem Falle um eine Schwermetall- 
katalyse an der Kohle handelt, wie bei der Oxydation der Aminosiauren. 
Nicht allein, da® in der alkalischen Lésung die hydrolytische Spaltung 
der KCN weitgehend zuriickgedriingt ist, kann dies in noch héherem 
Grade an der Oberfliche durch die adsorbierten OH-lonen geschehen. 


Ill. Die Bedeutung der OH’-Adsorption und der Kationen 
fiir die OxydationsgréBe. 

Nach Michaelis und Rona?) hingt die Adsorption der OH’ im 
weiten Mafe von den gleichzeitig anwesenden Kationen ab. Die Autoren 
erkliren dies Verhalten sehr anschaulich damit, da® die OH’, als im 
allgemeinen leichter adsorbierbare lonen, die Kationen vermittelst des 
elektrostatischen Zuges an die Oberfliche heranschleppen miissen und 
daher bei Anwesenheit leichter adsorbierbarer Kationen auch selbst 
stiirker adsorbiert wiirden. Nun sind die Erdalkalisalze besser ad- 
sorbierbar als die Alkalisalze; noch besser aber die Schwermetallsalze, 
wobei die Adsorbierbarkeit mit dem Edelgrad des Metalls steigt. Ent- 
sprechend verhalten sich daher die Hydroxyde. Unsere Messungen 
bestatigen den Befund der genannten Autoren und ergeben folgendes: Die 
Oxydationsgré8e betrigt bei gegebener O H’-Konzentration der Lésung 
um so mehr, je stirker adsorbierbar das betreffende Hydroxyd ist. Die 
quantitative Verfolgung dieser Feststellung aberfiihrt zudem interessanten 
Resultat, daB die OxydationsgréBe genau proportional ist der adsorbierten 
Menge OH", ganz unabhingig von der OH'-Konzentration der Lésung. 


1) Diese Zeitschr. 16, 489, 1909; s. auch 94, 252, 1919; Kolloidzeitschr. 
1922, S. 252. — *) Diese Zeitschr. 97, 85, 1919. 
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An erster Stelle wurde das Verhalten der Erdalkalihydroxyde 
Ca(OH), und Ba(OH), untersucht. Qualitativ geht die starke Wirkung 
des Erdalkalis auf die Oxydationsgeschwindigkeit daraus hervor, daB 
der Zusatz von CaCl, zu der Kohlensuspension in NaOH die Oxydations- 
groBe erhéht, obwohl wegen der Schwerléslichkeit des Ca(OH), die 
OH'-Konzentration bedeutend herabgesetzt wird. Quantitativ ergibt 
sich das Resultat, das in den folgenden Kurven dargestellt ist. Abb. 3a 
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Oxydationsgréfe in Ca(OH). und NaOH-Lésungen. 
Abb. 3a. AtmungsgréBe als Funktion der Gleichgewichtskonzentration. 

Abb. 3b. OxydationsgroBe als Funktion der adsorbierten O H-Menge (in Millimol). 
Zweistiindige Oxydation. Ordinate: cmm QO». Abszisse: Milliaquivalent OH’. (Die rémischen 
Nummern stimmen mit denen der Tabelle V tiberein.) ~- = Ca(OH)o. © = NaOH. 
und b enthalt den Vergleich der Oxydationsgeschwindigkeit in NaOH 
und Ca(OH),. Die OxydationsgréBe ist als Ordinate, die OH’-Kon- 
zentration als Abszisse eingezeichnet. Wird der Sauerstoffverbrauch 
hezogen auf die Gleichgewichtskonzentration in der Lésung (Abb. 3a), 
so bekommt man zwei getrennte Kurven fiir NaOH und Ca(OH),, 
die letztere erheblich rascher ansteigend. Wird die OxydationsgréBe 
dagegen verglichen mit der adsorbierten OH-Menge (Abb. 3b), so 
liegen alle Werte gemeinsam auf einer ansteigenden Geraden (die 
Oxydationsmessung von VI ist wegen des kleinen Wertes ungenau). 
Tabelle V. O, in 2 Stunden pro 0,05 g. 





Adsorbierte 


OS . OH’ vo nOH’ sah O, in 2h pr 
; a one faemeani |: Adoenigion Millimol pro | "0.05 Kohle 
I Ca(OH do 0,0392 0,0285 0,0214 43,5 
II sd 0,0192 0,0107 0,0170 24,5 

Ill ea 0,0094 0.0030 0,0178 8 
lV NaQH 0,0398 0,0320 0,0156 18 
V ‘ia 0,0194 0,0131 0,0126 6 
VI cp 0,0092 0,0048 0,0088 + 


Noch genauer ergibt sich das gleiche aus einer anderen Versuchs- 
serie, bei der eine gréBere Anzahl von Konzentrationen von Ba(OH), 
und NaOH in einem Doppelversuch miteinander verglichen wurden 
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(s. Abb. 4a und b). 


Wieder ist auf der Abb. 4a die Oxvdationsgribe 


als Funktion der Gleichgewichtskonzentration, auf der Abb. 4b als 
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Oxydationsgréfe und OH’-Konzentration in Ba(OH)y und NaOH. 
Abb.4a. Atmungsgréfe als Funktion der Gleichgewichtskonzentration. 


4 I—IV Ba(OH)o. O V—IX 


NaOH. © X 


NaOH + NaCl. 


Die rémischen Nummern stimmen mit Tabelle VI iiberein. 


Funktion der adsorbierten Millimolzahl OH’ eingetragen (iiber Punkt X 
und XI s. weiter unten). Das Zusammenfallen der Werte fiir Ba(OH), 


und NaOH auf der Geraden ist in 
diesem Falle vollstandig. 

SchlieBlich sind die Adsorptions- 
messungen von Ca(OH),, Ba(OH), 
und NaOH nach Freundlich in ‘das 
logarithmische Netz eingezeichnet 
(Abb. 5). Es ergeben sich gerade 
Linien, und zwar fallen die Geraden 
fir Ca(OH), und Ba(OH), zu- 
sammen. 

Die gleiche Gesetzmabigkeit er- 
gibt sich auch noch auf einem 
anderen Wege. Michaelis und Rona 
finden z. B., daf&S die OH’- Ad. 
sorption aus NaQH-Lésungen in 
Gegenwart von NaCl in hohen 
Konzentrationen begiinstigt wird. 
Entsprechend steigert Zusatz von 
NaCl (oder K Cl) die Oxydationsgrébe 
bei gleicher OH'-Konzentration. 
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Oxydationsgrébe und OH’-Konzentras 
tion in Ba(OH), und NaOH. 

Abb. 4b. Oxydationsgréfe als Funktion der 
adsorbierten OH'-Menge (in Millimol). 

a |—IV Ba (OH)». V—IX Na OH 

© X NaOH + NaCl. 
Die romischen Nummern stimmen mit 
Tabelle VI iiberein 





Tabelle VI. 

Osu . nOH’ vo n OH’ nach Adsorbierte Oy, in 2h pro 
ne Stoff Adserition Adsorption en 0,05 g Koble 
I Ba(OH), 0,230 0,2140 0,0320 75 
II ve 0.1165 0,1025 0,0280 62.5 
Il i. 0,0583 0,0466 0,0235 51 

IV oh 0,0290 0,0193 0,0195 37,5 

V NaOH 0,2426 0,231 0,0232 50,5 
VI - 0.1158 0,106 0,0195 36 
Vil = 0,0573 0,0505 0,0147 25 
VITl ¥ 0,0286 0,0224 0,0123 18 
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Versuche. Aus 0,05n NaOH wurde adsorbiert direkt 0,0143 Millimol 
OH’. In Gegenwart von 4n NaCl 0,0215 Millimol OH’. 











-15 a 
i) x T Ee 
i cx ora 8000s a —— , 
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Abb. 5. Adsorbierte OH’sMenge als Funktion der Gleichgewichts- 
konzentration fiir Ca(OH)», Ba(OH). und NaOH im logarithmischen Netz. 
A Ba(OH)y. + Ca(OH). O NaOH. 


Dementsprechend betrug die OxydationsgréBe im ersten Falle in 
2 Stunden 24cemm O,, im zweiten Falle 37 cmm Q,. 

Diese Resultate sind als Punkt X in der Abb. 4a und b eingetragen. 
Wahrend der auf Abb. 4a erheblich héher als die NaOH-Kurve gelegen 
ist, liegt er in Abb. 4b ganz in der Niihe der Geraden. 

Da es mittels der Erdalkalien gelungen ist, eine erhebliche Oxy- 
dationsgeschwindigkeit schon bei einer 0 H'-Konzentration von n/100 
und weniger zu erzielen, so lag es nahe, zu noch niedrigeren O H’-Werten 
die sich dem Bereich der physiologisch vorkommenden nihern, herab- 
zugehen, indem man Hydroxyde 
wahlt, deren Kation noch stiarker 
adsorbiert wird als Erdalkali. Nach 
Michaelis und Rona gilt dies fiir 
die Hydroxyde der Edelmetalle. 
Als relativ gut léslich empfahl sich 
das Silberhydroxyd. Wurde nun 
frisch gefalltes Silberhydroxyd in 
Wasser aufgeschwemmt zu Kohle 
gegeben, so zeigte sich eine gut mef- 
bare Oxydation, wahrend die Lé- 
sung ein p, von 9,4 besaB. Diese 
Sauerstoffzehrung ist nicht anders 

0 007 002 Go3n  “udeuten, alsdaB aus der Hydroxyd- 
Abb.6. OxydationsgréBe in Abhangig- lésung eine sehr groBe Menge OH’ 
Keith vetschitdene Kohlepraparate.. @dsorbiert wird, wobei der Vorrat 

& Ba(OH),, © NaOH. + Ca(OH). — ungelésten Ag O die wegadsorbierten 
sina ive? DOOR ET OH-Ionen nachliefert. Tatsichlich 
liegt der durch Extrapolation gefundene Wert (s. bei Versuchen) 
fiir die adsorbierte OH’-Menge fast genau auf der Geraden, die 
die Oxydationsgeschwindigkeit als Funktion des adsorbierten OH’ 
bei den Alkalien und Erdalkalien darstellt (Abb. 6). DaB das Ag-lon 
selbst fiir die Oxydation nicht in Betracht kommt, ergibt sich daraus, 
daB in Silbernitratlésung trotz ebenso starker Ag-Adsorption an Kohle 
keine Oxydation stattfindet. 
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Versuche. Die Oxydationsversuche gelingen nur mit frisch gefilltem, 
ausgewaschenem Silberhydroxyd, das im Uberschu8 in der Lésung vor- 
handen ist. Der Vorrat gelésten Ag O ist zu gering (Léslichkeit etwa n/10000); 
die Lésung wiirde durch die Adsorption ohne Nachlieferung von neuem 
in Losung gehenden AgO vollig an AgOH verarmen. Damit diese Nach- 
lieferung schnell genug geschieht, mu8 sich das AgO in feiner Verteilung 
befinden, was bei frisch gefilltem Oxyd, aber nur bei diesem der Fall ist. 
Dies wurde so kontrolliert, daB die OH’-Konzentration einer mit AgO 
geschiittelten und filtrierten Lésung verglichen wurde mit einer solchen, 
der auBer AgO noch 0,5 g Kohle auf 10 cem zugesetzt war. Beide Filtrate 
zeigten dieselben OH’-Konzentrationen im Vergleich mit Sdérensenschem 
Glykokoligemisch py = 9,36. 

Das AgO wurde aus AgNO, und im Uberschu8 zugegebener kohlen- 
saurefreier Natronlauge hergestellt. Die Fiallung wurde zehnmal in der 
Zentrifuge gewaschen. Nach etwa fiinfmaligem Waschen indert sich die 
OH’-Konzentration der Lésung nicht mehr. 


Oxydationsversuche. 


Tabelle VII. 
Je 0,1 g Kohle in 2cem Fliissigkeit. 





Kohles 
praparat Lésung Zeit cmm Oy 
Vers. Nr. 
oe destilliertes Wasser 2h 0 
AgO H y 18 
a 2 17,5 
Ii. 2 is 1130’ 14 
0,026 AgNO, 1 30 0 
II. 3 | = destilliertes Wasser 2510 3 
1 0,5n NaOH 2 10 98 
AgOH 2 10 29 


Um nun die adsorbierte AgO H-Menge in diesen Versuchen zu er- 
fahren, bedienten wir uns der folgenden Extrapolation: Setzen wir 
zu gleich groBen Fliissigkeitsvolumina, die mit AgOH gesittigt und 
filtriert sind, verschiedene Mengen Kohle, aber immer nur so wenig, 
daB die Fliissigkeit nur teilweise an AgOH verarmt und bestimmen 
in jedem Falle die Gleichgewichtskonzentration und aus der Differenz 
dieser mit der Anfangskonzentration gleichzeitig die adsorbierte Menge, 
so erhalten wir eine Kurve, die wir in grébster Anniherung als Gerade 
betrachten. Aus dem Schnittpunkt dieser Geraden mit der Ordinate 
der Sattigungskonzentration entnehmen wir die im Oxydationsversuch 
adsorbierte Menge. 

Da die AgOH-Konzentration nur etwa n/10000 betragt, so kommt 
fiir die Bestimmung nur eine empfindliche Silbertitration in Betracht. 
Wir titrierten nach Volhard je 100 ccm mit einer n/1000 Rhodanidlésung,. 


wobei der Umschlagspunkt durch Vergleich mit Standardlésungen fest- 
gelegt wurde, die aus Verdiinnungen von n/10 Silbernitrat bereitet wurden. 
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Da das Silbercarbonat weniger léslich ist als das Silberhydroxyd, mubte 
sorgfaltig auf die Abwesenheit von Kohlenséiure geachtet werden. Daher 
102 Y wurde die Lésung aus einem Schiitteltrichter, 
‘ der mit Asbestfilter versehen war, durch 
Bombensauerstoff unter Druck filtriert, wo- 
bei alle GefaBe mit Natronkalkréhrchen ver- 
sehen waren. Der Versuch wurde bei kiinst- 
lichem Lichte angestellt,um Silberreduktion 
zu vermeiden. Die gefundenen Werte sind 
im folgenden Versuchsbeispiel angefiihrt 
und in Abb. 7 eingezeichnet. x -Zeichen 
| entspricht der Sattigungskonzentration. Die 
| Titration ist etwa auf 10% genau. In 
xo’ anderen Versuchen, die aber nicht so genau 
0 Os 70 15 waren, erhielten wir etwas andere Zahlen. 
Abb. 7. Adsorbierte OH’-Menge in Doch wird der Wert fiir die adsorbierte 
AgOH+Lésungen. Ordinate: adsore Menge bei der Sittigungskonzentration, 
bierte Millimol. | Abszisse: Gleichy — Sieich 0,0185 Millimol, dadurch nur wenig 


gewichtskonczentration. 
< Sattigungskonzentration. verschoben. 
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Adsorptionsbestimmung. 
Tabelle VIII. Je 250 cem Fliissigkeit. Kohlepraparat I. 





Anfangs- ee ; Adsorbierte 
Kohles titration Endtitration | Menge in Milli« 
menge Ag-Gehalt pro Ag-Gehalt pro mol pro 0,05g 
e 1 Liter 1 Liter Kohle aus 250 
10-4 mol 10-4 mol ie 
1,7 0,6 0,0063 
0 .) — , ’ 
Se | ae 0,8 
0.1 f ii7 1,0 0,0094 
. | 0,9 
ie 1,15 0,0137 
0.05 | ’ ’ 
ae 1,7 1,15 


Das benutzte Kohlepraparat entspricht dem Oxydationsversuch 3. 

Auf Abb.6 sind siamtliche Messungen, bei denen gleichzeitig 
OxydationsgréBe und OH’-Adsorption bestimmt wurde, vereinigt. Da 
die Kurve mit verschiedenen Kohlepraiparaten gewonnen wurde, 
bei denen, wie schon eingangs erwihnt, die Proportion Oxydations- 
geschwindigkeit : O H-Menge nicht gleich ist — offenbar wegen Variation 
der Menge oxydabler Substanz —, so zeigen die Werte notwendiger- 
weise eine gewisse Streuung. Der Punkt fiir AgOH (aus Oxydations- 
versuch 3 und der obigen Adsorptionsmessung gewonnen) liegt aber 
befriedigend auf der Durchschnittsgeraden. 

Die Selbstoxydation der Kohle zeigt in ihrem Verhalten gegeniiber 
verschiedenen Hydroxyden eine bemerkenswerte Analogie zu der 
Atmung der Seeigeleier!). Auch diese wird durch alkalisches See- 


wasser miichtig gesteigert, wobei es sich nach Warburg allein um eine 


1) Warburg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 66, 305, 1910. 
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Wirkung auf die Grenzschicht des Kies handelt, da die OH’-Lonen 
nicht ins Innere des Eies eindringen. Wahrend nun bei Zusatz von 
Natronlauge zu Seewasser bei einer OH’-Konzentration von I~ die 
Atmung des befruchteten Eies verdoppelt ist, kann man einen ahnlichen, 
nicht ganz so starken Effekt schon durch Spuren von gewissen Schwer- 
metallsalzen erzielen, nimlich 10-5 Ag oder Au und 10-4 Cu, wahrend 
Co, Ni, Fe, Sn, Zn, Cd, Pb, Pt unwirksam sind. Es fallt hier auf, dai 
die wirksamen Metalle diejenigen sind, die nach Michaelis und Rona 
von Kohle am stiirksten adsorbiert werden (Pt scheint von ihnen nicht 
untersucht zu sein). Also auch im Seeigelei diirfte die Atmungssteigerung 
auf die Adsorption des Metallsalzes zuriickzufiihren sein. Ja, méglicher- 
weise geht die Analogie noch weiter, indem auch hier die Metalle nur 
als Vehikel fiir die starkere Adsorption von OH’ dienen. Dies lieBe 
sich entscheiden, indem dann die Atmungssteigerung durch Metall- 
spuren in schwach saurem Seewasser ausbleiben muf. 

Genau die gleiche GesetzmaBigkeit findet sich aber bei Hydroxyden 
von organischen Kationen, und hier ist sogar entsprechend der noch 
stirkeren Adsorbierbarkeit derselben die Selbstoxydation der Kohle 
bei gleichem OH’ noch gréBer als bei Silberhydroxyd. Dies Verhalten 
findet sich z. B. bei den stirker dissoziierten Aminen, wie Athylamin, 
Guanidin usw., und hierdurch wird eine Oxydation derselben um so 
eher vorgetauscht, als ja die Aminosiuren, sowie leicht oxydable aroma- 
tische Amine, z. B. Anilin, Amidophenol, tatsichlich mit grober Ge- 
schwindigkeit an Kohle verbrannt werden. 

Athylaminhydrochlorid wird in neutraler Lésung so gut wie gar 
nicht oxydiert. Bei Zusatz eines Boratpuffergemisches von py, 9 










aber findet eine erhebliche Oxy- ed 

dation statt. Diese beruht nicht 90 T t 

etwa auf der Freimachung der Base 80 T 

und Verbrennung von dieser, son- 70 

dern auf nichts anderem als der - i 

Oxydation der Kohle, die der starken = | 

OH’-Adsorption in Gegenwart von Ne | 
——+ 


Athylamin entspricht. Dasselbe er- 
gibt ein Vergleich der Atmungs- ad CY, 
gréBe noch etwas stirker alkalischer . | 
Athylaminlésung (Athylaminhydro- = = oF OS lh 
chlorid und NaOH) mit ciner 9,8, ,Ovvatongrite als Funktion de 
Natronlaugelésung von ihnlicher — Athylamin. Q NaOH. © Athylamin, 
Konzentration, wobei der Sauerstoffverbrauch der ersteren enorm viel 
stirker ist. Bestimmt man in beiden Fallen die adsorbierten © H’- 
Mengen, so sind diese dem Sauerstoffverbrauch genau proportional 
und die Adsorptionsoxydationskurve eine Gerade (Abb. 8). 


+ + + 
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Athylaminversuch. 
Tabelle 1X. 


Oxydationsbestimmungen, je 0,1 g Kohle auf 2 cem. 





(Ae = Athylaminhydrochlorid. ) 
Nr. Zeit Zusammensetzung der Losung Oz, com 
l 1h 40/ 1,0 cem n/4 Ae + 1,0destilliertes Wasser 2 
1 40 0,8 com n/4 Ae + 0,2n/10 NaOH + 1,0de- 
stilliertes Wasser 109 
1 40 0,2cem n/l0 NaOH + 1,8 destilliertes 37 
Wasser 
1 40 1,0 ccm n/4 Ae + 1,0 Borat py 9,) 30 
- 2 1 2,0 ,, n/5 NaOH 42 
la 1 2 wee ji 42 
II ] 2,0. ,, n/lO0 9 25 
ITa ] See 5 28 
Ill ] 2,0 ,, n/20 Ae 16,5 
IIla 1 30:8, 3 si 16 
IV ] l » n/5 Ae + 1n/5 NaOH 99 
IVa ] 1 Pi RN. “es Re i 95 
tei 1 ] » 9» o + 1 Borat py 9,24 33 


Adsorptionsbestimmungen. 


Hierzu diente dasselbe Kohlepraparat und die gleiche Lésung 
wie fiir den Oxydationsdoppelversuch 2 (vgl. die rémischen Zahlen). 


Tabelle X. 


Je 3g Kohle auf 60 ccm. 





Nr. Ausgangslosuny | Gleichgewichts-| Adsorbierte 
in n Ort’ losung in n OH’ Mil.mol 
I 0,2005 0,1763 0,0242 
Ia 0,2050 0,1823 0,0230 
II 0,1032 0,0830 0,0203 
IIa 0,1032 0,0895 0,0188 
: IIT 0,0499 0,0373 0,0122 
ma Illa 0,0499 0,0377 0,0126 
IV 0,1001+4 Ae 0,0543 0,0458 
V 0,1001+-Ae 0,0555 0,0446 


Aus dem Mittel der Bestimmungen dieses Adsorptionsversuchs 

4 und des obigen Oxydationsversuchs 2 ist die Kurve (Abb. 8) kon- 
struiert. Der Wert fiir Athylamin liegt befriedigend genau auf der 

Geraden. (DaB die Gerade hier wie in den anderen Fallen nicht durch 

den Nullpunkt geht, ist durch den Kohlensiuregehalt der Natronlauge 

verursacht.) 
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IV. Orientierende Versuche iiber die Oxydation organischer 
Substanzen an Kohle. 


Nachdem sich herausgestellt hatte, dafs Kohlehydrate und Fett- 
siuren in neutraler Lésung an Kohle kaum oxydiert wurden, haben 
wir zahlreiche Versuche gemacht, um derartige Substanzen in der 
adsorbierten OH'-Schicht, also z. B. mit Zusatz von Silberhydroxyd 
bei geringer O H’-Konzentration der Lésung zur Oxydation zu bringen. 
Diese Versuche verliefen negativ; ja unter diesen Umstinden wurden 
sogar andere Oxydationen, z. B. die der Aminosiuren, gehemmt. Die 
Oxydationsgeschwindigkeit dieser ist zwar bei ganz leicht alkalischer 
Reaktion (p,, etwa 8 bis 9) etwas gréBer als in neutraler Lésung?), nimmt 
aber bei stirkerer Alkaleszenz und ebenso bei Anwesenheit von Ag 
erheblich ab. Vielleicht beruht dies auf einer Verdringung. 

Kine andere Kombination, die wir versucht haben, war die von 
Kohlehydrat oder Milchsiiture mit der Sulfhydrilgruppe. Der eine von 
uns konnte vor einigen Jahren zeigen?), dafS’ man mittels der SH- 
Gruppe — benutzt wurde Thioglykolsiure — Sauerstoff auf gewaschene 
Acetonhefe iibertragen kann, indem das Vielfache desjenigen Sauerstoffs 
aufgenommen wird, der fiir den Ubergang von 2 SH in S—S erforderlich 
ist. Dies geschieht gerade in neutraler und schwach saurer Lésung, 
wo die Thioglykolsiure fiir sich an der Luft bestiindig ist. Nun 
wird Thioglykolsiure in neutraler und schwach saurer Lésung an 
Tierkohle leicht oxydiert, und es wird etwas mehr Sauerstoff dabei 
aufgenommen als fiir die Disulfidbildung nétig ist, gleichzeitig wird 
Schwefelsiure gebildet. Die Dithiodiglykolsiure unterliegt also selbst 
der langsamen Oxydation. Dagegen ergab Kombination mit Kohle- 
hydrat kein deutliches Mehr an Sauerstoff. 

Was nun die Oxydation von organischen Siuren und der Kohle- 
hydrate in neutraler Lésung betrifft, so gilt zunichst allgemein, dal 
sie sehr viel schwicher ist als die der Aminosiuren und hiufig nicht 
nachweisbar. Dabei lassen nur solche Kohlepriparate, die in neutraler 
Lésung eine eben meBbare Selbstoxydation aufweisen, noch am ehesten 
eine geringe Oxydation auch der organischen Zusiitze erkennen. So 
wird z. B. die Oxydation von bernsteinsaurem Na und glutarsaurem 
Na nachweisbar, ist aber erheblich schwicher als die von asparagin- 
saurem Na und glutaminsaurem Na. Ahnliches gilt fiir milchsaures Na. 

Hinsichtlich der Kohlehydrate ist bemerkenswert, daB  allein 
Hexosephosphorsiiure in meBbarer Weise oxydiert wird, ein Vorgang, 
bei dem eine fiquivalente Menge Kohlensiure gebildet wird und der 


1) Dies ist inzwischen auch von Ph. Ellinger und Landsberger fest- 
gestellt. H.-S. Zeitschr. f. physiol. Chem. 128, 264, 1922. 
*) O. Meyerhof, Pfliigers Arch. 170, 428, 1918. 
Biochemische Zeitschrift Band 135. 37 
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durch Narkotika gehemmt wird. Diese Oxydation ist besonders deutlich, 
wenn das schwer lésliche, hexosephosphorsaure Calcium (Candiolin) 
ohne Filtration direkt zu Kohle gegeben wird. Glucose wird iiberhaupt 
nicht erkennbar, Fructose wenig oxydiert. Die Oxydation der Hexose- 
phosphorsiiure steht wohl mit der Fructosekomponente im Zusammen- 
hang bzw. mit dem Gehalt an polymerisiertem Zucker. Die starkere 
Oxydationsfihigkeit der Hexosephosphorsiure entspricht voéllig ihrem 
Verhalten gegeniiber dem wasserextrahierten Muskel und dem ultra- 
filtrierten Hefeextrakt, wie es von dem einen von uns beschrieben 
wurde !), 

Einige Versuche mit Kohlehydraten mégen das Gesagte erlautern. 


Tabelle XI. 


Stets je 0,1 g Kohle in 2cem Lésung und eine Kontrolle ohne Kohle. 





Nr. Zeit Koble- Salz bzw. Kohlehydrat O2 CO, 
zusatz cmin cmmn 
1 5h 0,1 destilliertes Wasser 6 — 
5 0.1 hexosephosphorsaures Ca 64 
- hexosephosphorsaures Ca ohne Kohle 10 
2 4 01 CaCl, + Na,HPO, 27 
0,1 0,08 g hexosephosphorsaures Ca in 
Na, HPO, 67 
0,1 0,02 g Glueose in Na, HPO, 12 - 
0.1 0,02g¢ Glucose in CaCl, 15 " 
0,08 g hexosephosphorsaures Ca in 
Na,H PO, ohne Kohle 14 
3 4 50” 01 destilliertes Wasser 18 
0,1 0,3n milchsaures Na 29 
01 Ca,HPO, 29 
0,1 0,1 g hexosephosphorsaures Ca 73 
0.1 0,1 g hexosephosphorsaures Ca in 
100° O, 87 - 
hexosephosphorsaures Ca ohne Kohle 12 
4 2 0.1 destilliertes Wasser 8 — 
0,1 Fructose (polymerisiert) L7 
0,1 hexosephosphorsaures Ca 38 
5 |'3 40’ 0.1 Na,HPO, 8 
0,1 0,06 g hexosephosphorsaures Ca in 
KH,PO, 44 ; 
0,1 0,06 g hexosephosphorsaures Ca 
in 2% Athylurethan 6 
6 15 0,1 0,06 g hexosephosphorsaures Ca in 
KH,PO, 52 46.5 
1) O. Meyerhof, Pfliigers Archiv 170, 428, 1918; H.-S. Zeitschr. f. 


physiol. Chem. 102, 1, 1918. 
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Zusammenfassung. 

1. Die Arbeit beschaftigt sich mit der Selbstoxydation der Koh 
in alkalischer Lésung. Die Oxydationsgeschwindigkeit hingt ab von 
der Aufbewahrung der Kohle, dem Sauerstoffdruck (in 100°, O, 60°, 
gesteigerte Oxydation gegeniiber Luft), der Temperatur (Temperatur- 
koeffizient 1,75). Es wird dabei Kohlensiure gebildet entsprechend 
1 bis 0,5 Aquivalenten des Sauerstoffverbrauchs. Die Warmebildung 
hetrigt etwa 4 cal. pro | cem O,, wie bei gewéhnlichen Oxydations- 
vorgangen organischer Molekiile. 

2. Die Oxydation wird durch Narkotika (Urethane) in typischen 
Konzentrationen gehemmt: ist also nach Warburg eine Oberflichen- 
katalyse. Hierbei wird nicht das OH’, sondern der oxydable Stoff 
von der Kohlenoberfliche verdrangt. 

3. Die OxydationsgréBe ist von der O H’-Konzentration der Lésung 
ganz unabhingig und allein abhingig von der adsorbierten O H’-Menge, 
und zwar dieser genau proportional. Es ergibt sich dies aus dem Ver- 
gleich der Sauerstoffzehrung und der adsorbierten OH’-Menge bei 
verschiedenen Hydroxyden. Entsprechend der zunehmend stirkeren 
Adsorbierbarkeit bei Alkalihydroxyden, Erdalkalihydroxyden (Ba, Ca), 
Silberhydroxyd, Athylaminhydroxyd steigt die OxydationsgriéBe in 
dieser Reihe bei gleicher O H-AuBenkonzentration, so da sie in letzterem 
Falle schon bei einem py von etwa 9 in der AuBenlésung sehr deutlich ist. 

4. Die Aminosiuren sind von den dysoxydablen Nahrstoffen der 
Zelle an der Kohlenoberflaiche durch eine besonders groBbe Unbestandig- 
keit ausgezeichnet. Es gelang bisher nicht, andere physiologisch wichtige 
Verbindungen zu finden, die sich ahnlich verhalten. Immerhin ist 
auffallig, daB von den Kohlehydraten Hexosephosphorsaure deutlich, 
wenn auch relativ schwach unter Kohlensiiurebildung oxydiert wird, 
Glucose nicht merklich, Fructose und Milchsiure héchstens spuren- 


weise. 


3:* 





Uber die Bestimmung } 
zell- und keimschidigender Substanzen auf biologischem Wege. 


III. Mitteilung. 
Chinin. 
Von 
T. Hishikawa. 
(Aus dem Institut fiir Infektionskrankheiten ,,Robert Koch‘ in Berlin.) 


(Eingegangen am 6. Dezember 1922.) 


Es gibt verschiedene Verfahren zum Nachweis_ verschiedener 
Chininsalze. 

Die stéchiometrischen und gewichtsanalytischen Methoden arbeiten 
am genauesten, gestatten aber nicht, ganz geringe Mengen von Chinin, 
wie sie unter physiologischen Verhiltnissen in Betracht kommen, nach- 
zuweisen. Es war daher seit jeher das Bestreben, Methoden ausfindig zu 
machen, die unter Verzicht auf ganz exakte Befunde die Méglichkeit geben 
wiirden, Substanzmengen zu bestimmen, welche um ein Mehrfaches kleiner 
sein kénnten als die auf gewichtsanalytischem Wege feststellbaren. Zu 
solehen Methoden gehéren z. B. das Verfahren von Hartmann und Zila, 
bei welchem die mit dem Kaliumquecksilber entstehende Verbindung des 
Chinins noch in ganz diinnen Lésungen eine mit dem Fluoreszenzmikroskop 
wahrnehmbare Verfarbung zeigt. Das zuletzt von P. Rona angegebene 
Verfahren bedient sich der Fahigkeit des Chinins, die Tributerinspaltung 
durch Serumlipase noch in diimnen Lésungen zu hemmen, um dieses Alkaloid 
nachzuweisen. 

Viel interessanter, jedoch noch wenig ausgearbeitet, sind die 
sogenannten biologischen Verfahren, bei denen die Reaktion Jebender 
Keime und Zellen im allgemeinen unter dem Einflub ganz verdiinnter 
Lésungen wirksamer Substanzen durch Beeinflussung verschiedener 
LebensauBerungen nachweisbar ist. So versuchten Morgenroth und 
Ginsberg durch Feststellung jener Grenzkonzentrationen des Chinins, 
welche noch imstande waren, die Kaninchenhornhaut unempfindlich 
zu machen, das Chinin quantitativ zu bestimmen. Jedoch war es bei 
diesem Verfahren nicht méglich, héhere Verdiinnungen des Alkaloids 
quantitativ nachzuweisen. Auch das von Retzlaff beschriebene Ver- 
fahren, welches auf der Immobilisierung von Paramicien durch Chinin 
beruht, gestattete nur, Chininkonzentrationen bis 1:80000 nach- 
zuweisen. Auch sind die bei den letztgenannten Verfahren bestehenden 
technischen Schwierigkeiten derart groB, daB ihre Verallgemeinerung 
deswegen nicht zu erwarten war. Dagegen lieB das von Schnabel be- 
schriebene Verfahren zum Nachweis von Optochin in millionenfachen, 


ja sogar in milliardenfachen Verdiinnungen erwarten, da® es méglich 
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sein kénnte, auch das dem Optochin nahestehende Chinin in relativ 
hohen Verdiinnungen nachzuweisen. 

Schnabel hat in Band 108 dieser Zeitschrift vom Jahre 1920 diese 
Methode niher beschrieben; sie beruht auf der Fahigkeit von Bak- 
terien (und Zellen im allgemeinen), Methylenblau in eine farblose Ver- 
bindung, die sogenannte Leukobase, umzuwandeln, und auf der Eigen- 
schaft verschiedener zell- und keimschidigender Substanzen, diese 
Reduktion des Methylenblaus in weitgehender Verdiinnung zu hemmen. 
Das zuerst fiir Optochin beschriebene Verfahren hat zwar bereits auch 
fiir Chinin Anwendung gefunden, doch wurde hieriiber in systematischen 
Versuchen noch nichts mitgeteilt. 

Wahrend beim Optochin die Frage nach einem reduzierenden und 
gleichzeitig empfindlichen Substrat in den Pneumokokken dank deren 
hochausgeprigter Empfindlichkeit dem Optochin gegeniiber ihre 
Lésung gefunden hat, war dies beim Chinin von vornherein nicht so 
leicht. Wohl gibt es Zellen, welche die Fahigkeit haben, Methylenblau 
zu entfirben und gleichzeitig auf Chinin zu reagieren; zu solchen ge- 
héren in erster Linie die Leukocythen verschiedener Tierarten. Aber 
die relativ kurze Lebensdauer dieser Zellen und vor allem ihre nicht 
leichte Beschaffbarkeit lieBen es als zweckmaBig erscheinen, nach einem 
anderen Substrat zu suchen. Dasselbe wurde in einzelnen Pneumo- 
kokkenstiimmen gefunden, welche nicht allein dem Optochin, sondern 
auch dem Chinin gegeniiber sich als empfindlich erwiesen haben. Wohl 
waren die auf diese Weise feststellbaren Chininverdiinnungen nicht so 
hoch wie beim Optochin, bei weitem aber héher als die auf jede andere 
Weise nachweisbaren. Im iibrigen lehnte sich das hier beschriebene 
Verfahren vollkommen an das von Schnabel angegebene. 

Die Versuche gliederten sich jeweils in zwei Teile. Wahrend in 
Vorversuchen jene kleinste Bakterienmenge bestimmt wurde, welche 
noch imstande war, nach einer bestimmten Zeit, z. B. nach 2 Stunden, 
einen Tropfen Methylenblau zu entfarben, dienten die Hauptversuche 
dazu, die kleinste Chininmenge zu bestimmen, welche diese Entfairbung 
zu hemmen vermochte. Ein derartiger Versuch sei hier angefiihrt: 

24stiindige Kulturen eines chininempfindlichen Pneumokokkenstammes 
in Blutbouillon, welche durch Zusatz von je einem Tropfen Blut zu 1 ccm 
Nahrbouillon erhalten wurde, wurden in fallenden Mengen in Roéhrchen 
von 0,6cem Durchmesser abgefiillt, mit Nahrbouillon auf ein Gesamt- 
volumen von 1 cem gebracht, mit einem Tropfen einer bestimmten Methylen- 
blaulésung!) gemischt, mit sterilem Paraffiné] tiberschichtet und in den 
Brutschrank bei 37°C gestellt. Zu verschiedenen Zeiten wurde der Ent- 
farbungsvorgang, der sich allmahlich von den Réhrehen mit gréBeren 
Kulturmengen auf die mit kleineren ausdehnte, beobachtet und schlieBlich 


1) Schnabel, diese Zeitschr. 108. 
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jene Menge notiert, welche nach 2 Stunden das zugesetzte Methylenblau 


eben noch vollkommen zu entfarben vermochte. In den meisten Fallen 
betrug diese Dosis minima ereducens genannte Menge 0,2 cem unverdiinnter 
Kultur. 

Der Hauptversuch wurde in der Regel so angesetzt, daB zu fortlaufenden 
Verdiinntingen des salzsauren Chinins in 0,5 cem Nahrbouillon 0,5 cem 
der derart verdiinnten Pneumokokkenkultur zugesetzt wurde, das nach 
dem Zusamimenmischen mit dem 4% ccm der chininhaltigen Bouillon 0,2 cem 
Originalkultur enthalten war. Nach Zusatz von einem Tropfen Methylen- 
blau zu jedem Réhrehen und nach Durehmischen bzw. Uberschichten 
mit Paraffin6dl] kamen die Reagenzgliser in den Brutschrank: mehrere 
chininfreie, 0,2 cem Kultur bei einem Gesamtvolumen von | cem Nihr- 
bouillon enthaltende, ebenfalls mit Methylenblau gemischte und mit 
Paraffindl iiberschichtete Réhrchen dienten als Kontrollen. Zu verschie- 
denen Zeiten wurde nachgesehen und im Moment, wo die Kontrollen ent- 
firbt waren, was in der Regel nach 2 Stunden der Fall war, der Stand der 
Methylenblauentfarbung in der chininhaltigen Reihe notiert. 


Vorversuch. 

Kin ‘Tropfen folgender Methylenblaulosung wird zu jedem Kohrcehen 
hinzugefiigt: Methylenblau 1 g, Alkohol absolut 20 g, destilliertes Wasser 
29g; von dieser Stammlésung wurde 1 cem jedesmal frisch zu 49 cem 
physiologischer Kochsalzlésung zugesetzt und so die gebrauchte L6osung 
erhalten. Uberschichtung mit Paraffindl. 


| eem Kultur + 0,0 cem Bouillon 


0,955 9 ihe, - 
OB 45 $9 Qe 55 ” 
i Ge - + 0,3 ,, rr 
Oe is % + 0,4 ,, ” 
OD. ss ’” + 055 ~,, és 
0,4 45 * + 9,6 ,, » 
> 9 a & 99 
ae 9 r U8 , 9 
0,2? 5 ’ fp Ue" yy 9s 


Nach einstiindigem Aufenthalt bei 37° C zeigen die ersten vier ROhrehen 
vollkommene Entfarbung, wahrend das fiinfte, 0,6 cem Kultur enthaltende 
Roéhrehen nur teilweise entfarbt ist. Nach 2 Stunden sind simtliche Rohrehen 
bis auf das letzte vollstandig entfarbt; das Réhechen mit 0,1 cem zeigt 
beginnende Reduktion des Methylenblaus. Die Dosis minima reducens 
betragt also 0.2 cem. 

Hauptversuch. 

Kin Tropfen Methylenblaulésung pro Rohrchen, Uberschichtung mit 

Paraffiné!, 37°C. 


0.2 cem Kultur + 0,3 cem Bouillon + 0,5 cem Chinin 1: 10000 


Wa os % + 0,3 ,, AF + 0,5 ,, = 1: 20000 
Se es * + 0,3 ,, my 5, Pr 1: 40000 
he Bae + - O35, se 0,5. |, ss 1: 80000 
Oe ss me + 0,3 ,, a Os”. ‘a 1: 160000 
U2.» a -'Os"., 3 Go ;; rs 1: 320000 
Oe ss +. + 0,3 ,, +A + 0,5 1: 640000 
0,2: ;,, 9 +03 ,, i + 0,5 ,, ‘ 1: 1280000 
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Kontrollen: 0.2 cem Kultur + 0.8 cem Bouillon. 


Nach zweistiindigem Aufenthalt be: 37°C sind die Kontrollen, welche 
kein Chinin enthalten, entfarbt, wahrend von der chininhaltigen Reihe 
nur die zwei letzten R6hrchen mit einem Chiningehalt von 1: 640000 
baw. 1: 1280000 Entfarbung zeigen; die tibrigen Reagenzglaser bis zur 
Chininverditinnung |: 320000 erscheinen blau. Nach weiteren 30 Minuten, 
also nach insgesamt 24, Stunden, beginnt sich auch cas Réhrehen mit 


Chinin 1: 320006 zu entfarben. 


Aus diesem letzten Versuch folgt also, das es méglich ist, mit 
chininempfindlichen Pneumokokkenstiimmen  relativ hohe Verdiin- 
nungen des Alkaloids im angefiihrten Versuch bis 1 : 320000 zu be- 
stimmen. Es ist jedoch zu beriicksichtigen, da nur bestimmte Pneumo- 
kokkenstiimme sich zu dieser Bestimmung eignen, und zwar solche. 
die einen entsprechenden Grad von Empfindlichkeit Chinin gegeniiber 
besitzen. Die meisten Laboratoriumsstimme zeigen sich weniger 
empfindlich, und zwar vermégen erst Chininkonzentrationen von |: 50 
bis 1: LOOOVO die Reduktion des Methylenblaus durch Pneumokokken 
zu beeintrachtigen. Ks wurde daher versucht, durch Anwendung ent- 
sprechender Versuchsbedingungen auch die weniger empfindlichen 
Pneumokokkenstimme der Chininbestimmung in hoOheren Verdiinnungen 
dienstbar zu machen. Als hierzu geeignet erwies sich die von Schnabel 
angegebene Modifikation, bei der die mit Kultur und wirksamer Sub- 
stanz beschickten Réhrehen ein bis mehrere Stunden im Eiskasten 
gehalten werden. Nach dieserVorbehandlung waren auch héhere Chinin- 
verdiinnungen imstande, die Entfirbungsfahigkeit weniger empfind- 
licher Pneumokokkenstimme zu beeintriichtigen, und zwar erwiesen 
sich Konzentrationen bis |: 200000 bei Anwendung weniger empfind- 
licher Stamme und Konzentrationen bis |: 1 Million oder | : 2 Millionen 
des salzsauren Chininsalzes bei Anwendung von empdfindlicheren 
Stimmen als wirksame Grenzkonzentration. 

Die Heranziehung breiterer Versuchsréhrchen, die Uberschichtung 
mit weniger Paraffinél oder die Anwendung von Kochsalzlosung als 
Verdiinnungsfliissigkeit an Stelle von Nahrbouillon machten sich in 
der Weise bemerkbar, da® erst gréBere Kulturmengen imstande waren, 
Methylenblau zu entfirben. Entsprechende Versuche wie bei 37°C 
wurden auch bei gewohnlicher Zimmertemperatur, also bei etwa IS 
bis 20°C, unternommen. Bei dieser Versuchsanordnung waren noch 
diinnere Chininlésungen. manchmal |: 10 bis |: 20 Millionen imstande 


die Entfarbung des Methylenblaus zu hemmen. Die bei letztgenannter 


Versuchsanordnung erzielten Resultate sind aber nicht genau genug, 
um quantitativen Messungen dienen zu kénnen, so dab sich die Ent- 
firbung bei Zimmertemperatur héchstens auf qualitative Ermittlungen 
des Chinins beschranken mub. 
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Zusammenfassung. 

Es gelingt, durch Anwendung geeigneter Pneumokokkenstimme 
Chininverdiinnungen bis 1 : 320000 zu bestimmen, wenn man die Ent- 
fiirbung des Methylenblaus durch Pheumokokken bzw. deren Hemmung 
durch Chininlésungen als Indikator anwendet. Die meisten Pneumo- 
kokkenstémme vermégen nur in einer Verdiinnung | : 40000 bis 1 : 80000 
des salzsauren Chinins in ihrem Reduktionsvermégen Methylenblau 
gegeniiber beeintrachtigt zu werden. Doch erméglicht es die Vor- 
behandlung der Pneumokokken wihrend einiger Stunden bei Eis- 
temperatur, auch héhere Verdiinnungen des Alkaloids zu bestimmen. 
Das Reduktionsvermégen bei Zimmertemperatur gestattet, Chinin- 
l6sungen um 1:10 Millionen herum, jedoch nur ungenau, festzustellen. 
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Zur Kritik der de Waardschen Mikromethode. 
Von 
Kurt Bliihdern und Grete Genek. 
(Aus der Universitaétskinderklinik in Géttingen. ) 


(Eingegangen am 6. Dezember 1922.) 


Die von de Waard angegebene Methode zur Bestimmung des 
Calciums in kleinen Mengen Blutserums durch direkte Fillung als 
Oxalat ist wegen der relativ geringen notwendigen Serummenge, der 
Einfachheit ihrer Handhabung und der billig zu _beschaffenden 
Apparatur allgemein in der Padiatrie angewandt worden. Beziiglich 
Einzelheiten der Methodik verweisen wir auf die Originalmitteilung 
de Waards (diese Zeitschr. 98). 

De Waard priifte seine Methode gegen eine Mikromethode, die 
er fiir das Gesamtblut angegeben hatte und die in trockener Ver- 
aschung des Blutes und Fillung des Calciums als Oxalat in essig- 
saurer Lésung und nachfolgender Titration gegen n/l00K MnO, be- 
stand, einer Methodik, die, abgesehen von der Veraschung, in gleicher 
Weise wie die Verarbeitung des Calciumoxalats im Serum direkt gehand- 
habt wurde. Diese Fallung in essigsaurer Lésung ist allerdings in der ana- 
lytischen Chemie als nicht ganz zuverlassig fallen gelassen. Die Nach- 
prifung ist demnach auch nicht ganz exakt. R. Mayer, der die Methode 
nachpriifte, fand 1% Fehler. Aus seinen Darlegungen ist nicht er- 
sichtlich, in welcher Weise er die Nachpriifung vorgenommen kat. 
Den Einwand von Jansen, da$ nur der ionisierte Teil des Ca gefillt 
wiirde, widerlegte de Waard durch die Feststellung, daB ionisierter 
wie nicht ionisierter Anteil des Ca im Serum miteinander im Gleich- 
gewicht stehen, daf also, falls der ionisierte Anteil durch das Aus- 
fallen geringer wird, ein entsprechender Teil des nicht ionisierten 
in freie lonenform iibergeht, wieder ausgefallt wird und so fort bis 
zum Verschwinden des gesamten Ca aus dem Serum. Wir kénnen 
dies nur bestitigen, da wir in dem iiber dem Oxalatniederschlag 
befindlichen Serum und iiberschiissigem Oxalat nach feuchter Ver- 
aschung des SerumeiweiBes nie Ca nachweisen konnten. 
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De Waard macht in seiner ersten Mitteilung iiber die Calcium- 
bestimmung im Gesamtblut darauf aufmerksam, dafs sowohl das 
Magnesium wie die Phosphorsiure einer direkten Fiallung des Ca 
mit Oxalsiure im Wege stiinden. Die Inklusion von Magnesium- 
oxalat in Calciumoxalat ist verschwindend gering, wie de Waard an 
Versuchen nachgewiesen hat, so daB sie als Fehlerquelle nicht ernst- 
lich in Betracht kommt. Dagegen kommt er auf den EinfluB der 
Phosphorsaure bei der Bestimmung des Ca im Serum direkt nicht 
mehr zuriick, und der theoretische Einwand, das ein Teil des Ca als 
tertiires Phosphat bei Zufiigung von OH-lonen ausfallen kénnte 
und dadurch fiir die Titration der Oxalsiure verloren ginge, bleibt 
bestehen. 

Es schien uns vor allem auf Grund dieser Uberlegung ratsam, 
die Methode nochmals einer genauen Priifung zu unterziehen. Ware 
der P-Gehalt des Serums konstant, so miiBten, falls die Phosphor- 
siure einen Fehler verursacht, die Werte immerhin relativ brauchbar 
sein. Aber z. B. gerade bei einem Krankheitsbild wie der Spasmo- 
philie, wo uns vor allem der Kalkstoffwechsel interessiert, wissen wir, 
daB der Gehalt an PO,” sehr wechselt (Hlias- Weiss), und so kénnte 
leicht, falls der theoretische Einwand zu Recht besteht, bei Anwendung 
der Methode ein nicht unerheblicher Fehler mit unterlaufen. 

Da uns eine Mikrowage zur Nachpriifung der Methodik nicht zur 
Verfiigung stand, wurden Testlésungen von bestimmtem Ca-Gehalt 
hergestellt. Reines, mehrfach unter Beachtung aller Vorsichtsmas- 
regeln (doppelt destilliertes H,O) umgefilltes CaC O,, dessen Rein- 
heit iiberdies noch gravimetrisch nachgepriift wurde, wurde nach 
dem Abwiegen in das Chlorid iibergefiihrt, so daB die erhebliche 
Wigefehler verursachende Hygroskopie des CaCl, vermieden wurde. 
Um den Einflu8 von Phosphationen zu bestimmen, wurden bekannte 
wechselnde Mengen von sekundiirem Alkaliphosphat hinzugefiigt. [ks 
kamen folgende Testlésungen zur Verarbeitung : 

1. 12 mg Ca ad 100 ccm. 

2. 12,6mgP | 

12 mg Ca) 

3. 12) mgCa) 

7,5mgP | 

4. 7,85 mg P ad 100 cem | 

5. 12,5 mg P ad 100 ccm | 


ad 100 cem. 


ad 100 ccm. 


als Zusatz zu Serum. 


In diesen Lisungen wurde der Gehalt an Ca nach de Waard 
bestimmt. Au®Berdem kamen Sera von verschiedenen Tieren (Rind, 
Hammel, Schwein) zur Untersuchung. Bei Handhabung der Methodik 
nach der Originalvorschrift stellte sich folgendes als Fehlerquelle 
heraus: Eine ganz geringe Menge SerumeiweiB — mit den uns zu 
Gebote stehenden Mitteln nicht quantitativ bestimmbar — wurde im 
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Oxalatniederschlag eingeschlossen, wodurch natiirlich ein geringes 
Quantum n/1l00 KMn QO, reduziert wurde. Diese EiweiSmenge wurde 
gréBer, je spiter man nach der Entnahme das Blut verarbeitete. Deshalb 
ist die Verwendung ganz frischen Blutes anzuraten. Ferner kam ein Teil 
des Niederschlages oft nicht in die Spitze des Zentrifugenglases, 
sondern blieb an der seitlichen Wand haften. Es kam dann beim 
Abheben der tiber dem Niederschlag befindlichen Flissigkeit dadurch 
zu einer Schleierbildung, hervorgerufen durch Aufwirbeln der an der 
schriigen Wand haftenden Niederschlagsteilchen durch die Fliissig- 
keitsbewegung, und ein Teil des Calciumoxalats wurde unvermeidlich 
weggehebert, oder aber das Auswaschen konnte nicht sachgemi 
durchgefiihrt werden, um diesen Kalk nicht mit in die Pipette zu 
bekommen. Bei einiger Ubung wurde dieser Fehler natiirlich geringer, 
aber auch dann noch fielen einige Titrationen (manchmal von vier 
eine) ganz aus der Reihe heraus und muBte von vornherein §ver- 
worfen werden. Kontrollbestimmungen sind aus diesem Grunde un- 
erliBlich. Die Schleierbildung war zeitweise besonders stark bei 
Anwendung der Testlésungen, trat aber ab und zu auch beim Serum 
auf, ohne da®B ein Grund dafiir gefunden wurde. Es lag die An- 
nahme nahe, daf infolge Mangels an Kristallisationszentren in der 
Lésung etwaige Rauhigkeiten in der Glaswand (obgleich nur Jenenser 
Glas zur Verwendung kam) die Kristallisation hier hervorriefe. Um 
etwaige derartige Einfliisse herabzumindern oder zu beseitigen, wurden 
kolloide Lésungen in verschiedenen Konzentrationen (Kaolin, Starke) 
hinzugefiigt, deren Teilchen die Kristallisationskeime (Kernzahl) ver- 
mehren sollten. Es trat jedoch keine bemerkbare Besserung ein. 
Bessere Ubereinstimmungen wurden erzielt, als man der Testlésung 
Serum, dessen Ca-Wert nach de Waard vorher bestimmt war, zusetzte. 

Aus einem Analysenmaterial von itiber 120 Analysen konnte eine 
mittlere Titrationsgenauigkeit (Abweichung der einzelnen Titrationen 
und Bestimmungen voneinander) von + 2,1°, errechnet werden, wo- 
bei die maximale Abweichung 5°,. die minimale 0°, betrug. Die 
manchmal auftretende grobe Abweichung ist wohl auf das mehr oder 
weniger groBe Anhaften des Niederschlags am Rande zuriickzufiihren. 
Weiterhin wurde am gleichen Analysenmaterial ein mittlerer Fehler 
von + 3%, fiir die endgiiltig gefundenen Ca-Werte errechnet. Dabei 
hatten 56°, eine negative, 40°, eine positive und 4%, keine Ab- 
weichung vom wirklichen Wert. Hiaufig kam als Wert 1°, Ab- 
weichung vor, wie Mayer angibt, war aber in keiner Weise bevorzugt. 


Aus dem sehr groBen Material ist ersichtlich, dafs der mittlere Fehler 


somit den von Mayer angegebenen um ein Mehrfaches iibertrifft. 
Es ergab sich ferner die theoretisch zuniichst unerwartete Er- 
scheinung, daB Phosphatzusatz in Konzentrationen, wie sie physio- 
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logisch und pathologisch fiir uns in Betracht kamen, — es wurden 
die P-Werte von Elias und Weiss bei Herstellung der Testlisung be- 
nutzt, die weit hoher sind als die von Gyorgy kiirzlich angegebenen — 
keinen EinfluB auf das Analysenergebnis hatte, der sich iiber die 
Fehlergrenze der Methode hinaus erstreckt. Zur Erklirung dieser 
Erscheinung kénnte die Annahme beitragen, daB ein dem Ca-Gehalt 
mehr als aquivalenter Phosphatgehalt der Lésung stufenweise Be- 
setzung der verschiedenen Phosphatvalenzen mit sich bringen kénnte. 
Diese Ca-Phosphate verschiedener Ionisationsstufen miiBten mitein- 
ander im Gleichgewicht stehen und infolge der relativ hohen Lés- 
lichkeit des primaren und auch noch des sekundiren Phosphats die 
Umsetzung mit gleichzeitig anwesendem Oxalation zu praktisch un- 
léslichem Calciumoxalat bewirken. Méglich ware aber auch, dal 
einfach tertiéres Phosphat vorliegt, was unter allen Umstianden der 
Fall sein miiBte, wenn eine mehr als dem Phosphatgehalt der Lésung 
aquivalente Menge Ca-Ion vorhanden ist. In diesem Falle wiirde 
bei einer Léslichkeit des Calciumoxalats, die geringer ist als die des 
Calciumphosphats, auch die Umsetzung in der Richtung auf das 
Calciumoxalat zu verlaufen. 

Zusammenfassend ist zu sagen, dag die de Waardsche Methode fiir 
klinische Zwecke durchaus brauchbar ist, wenngleich die Wahl der 
Methode einer Wagung (nach vorausgehender Veraschung und Fallung) 
auf der Mikrowage bleibt nach den Grundsdtzen der Mikroanalytik, wie 
sie Emich angibt, und wie sie auch schon von Dienes u. a. in exakter 
Weise geiibt wird. 


Literatur: 
Dienes, diese Zeitschr. 95, 1919. — Hlias und Weiss, Wiener Arch. 
f. klin. Med. 1922. — EHmich, Mikroanalyse in Abderhaldens Handb. — 
Gyérgy, Jahrb. f. Kinderh. 99, 1922. — Jansen, Zeitschr. f. physiol. 
Chemie 1918. — Mayer, Arch. f. Kinderh. 1921. — de Waard, diese Zeitschr. 98. 
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Pigmente im Pferdehaar. 
Von 
Karl Tutsehku. 


(Aus der Lehrkanzel fiir Tierzucht und Geburtshilfe 
der Tierarztlichen Hochschule in Wien.) 


(Eingegangen am 14. Dezember 1922.) 


Bisher waren in der Literatur iiber Pigmente im Pferdehaar nur 
die Melanine bekannt. Auf Anregung von K. Keller, Vorstand der 
Lehrkanzel fiir Tierzucht und Geburtshilfe an der Tierairztlichen Hoch- 
schule in Wien, stellte ich Untersuchungen auf eventuell vorhandene 
Lipochrome im Sinne der Theorie iiber tierische Farbkleidung von 
H. Przibram') an, wobei mir H. Przibram die notwendigen An- 
leitungen gab. 

Von je einem mittelgroBen Rappen, einem ausgesprochenen 
Milchschimmel mit ,,Krétenmaul und Birkenaugen‘‘, Rotfuchs, 
typischen Braun, Falb und Isabell wurden die Deckhaare mit Aus- 
nahme von Kopf und Extremititen, Mahnen und Schweifhaaren ab- 
geschoren, was je '/, kg ergab. Die Haare wurden mit destilliertem 
Wasser gewaschen und je '/,kg in Glaszylinder gebracht, ein Liter 
von einem Gemisch von 75°, Alkohol + Ather 9:1 zugesetzt, luft- 
dicht verschlossen und an einem dunklen Orte 10 Wochen ruhig 
stehen gelassen, wobei die Fliissigkeiten von Fuchs, Braun, Falb und 
Isabell schon nach 6 Wochen einen gelbgriinen Farbenton annahmen, 
jene vom Rappen nach 10 Wochen, jene aus den Schimmelhaaren 
aber ungefirbt blieb. Mit den gewonnenen Extrakten wurden nun 
die Reaktionen auf Lipochrome angestellt, wobei streng quantitativ 
mit den Reagenzien Schwefelsiure und Salpetersiure gearbeitet 
wurde’). Der Extrakt aus den Schimmelhaaren ergab keinerlei 
Reaktion, wihrend die ibrigen fiinf Extrakte Lipochromreaktion 
ergaben. Blieben die Eprouvetten mit den Reaktionen dem direkten 
Tageslicht ausgesetzt, so verblaBte alsbald sowohl der rotbraune Ring 


1) Arch. f. Entwicklungsmech. 45, 1919. 
2) Przibram, Pfliigers Arch. 158, 385, 1913. 
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der Schwefelsiiurereaktion als auch der griine der Salpetersiure- 
reaktion. Beim Verdunsten der Extrakte kam es zum Auskristalli- 
sieren der gelésten Stoffe. Die Untersuchung im Polarisations- 
mikroskop ergab rhombische, doppelbrechende Kristalle, die den fiir 
Cholesterin charakteristischen Reaktionen unterworfen wurden. Die 
Liebermann sche Cholestolreaktion war positiv, nach Salkowski blieb 
die Chloroformschicht farblos, die Schwefelsiureschicht zeigte pracht- 
volle griine Fluoreszenz. Hiernach gehéren die Kristalle zur Gruppe 
der Cholesterine (diese Versuche sind von Professor Panzer kontrolliert 
worden). 

Ferner wurden von allen sechs Haarsorten 5dkg Haare in Kalilauge 
aufgelést und durch Schwarzbandfilter filtriert; beim Rapphaar erga 
sich eine sepiaschwarze Fliissigkeit, bei Fuchs und Braun ein satter 
weinroter Ton, bei Falb und Isabell ein hellgelber bis griinlichgelber, 
beim Schimmel blieb jede Farbe aus. Die Filterriickstiinde wurden 
mit dem Alkohol-Athergemisch extrahiert und Lipochromreaktionen 
angestellt, die, mit Ausnahme der Schimmelhaare, wieder positiv aus- 
fielen. Am Filtrat fielen die Lipochromproben negativ aus und 
Lipochrome gingen also bei diesen Versuchen nicht durch Schwarzband- 
filter. Je 3dkg Haare wurden mit 30 volumprozentigen Wasserstoff- 
superoxyd behandelt, wobei es gelang, bei den Haaren ahnliche Téne 
wie mit 10% KOH hervorzubringen, doch wurden Isabell und Falb 
dabei vollkommen wei. Durch Ammoniak gelang es nicht, Schimmel- 
haare schwarz zu farben. 

Als Kontrollversuche gelangten noch Haare von drei Rappen, drei 
Grauschimmeln, einem Forellenschimmel, einem Fliegenschimmel und 
einem Honigschimmel zur Untersuchung auf Lipochromgehalt, wobei 
sich simtliche Haare als lipochromhaltig erwiesen, jene des Honig- 
schimmels besonders stark. Ein zweiter ,,Milchschimmel‘‘ konnte 
leider nicht ausfindig gemacht werden, so daB sich nicht sagen abt, 
ob die von FE. Spiegler!) durch Ammoniak erhaltene dunkle Melanin- 
siure aus Schimmelhaaren auf der Verwendung hautpigmentierter 
Schimmel oder anderer chemischer Methoden beruht. 


1) Beitrage zur chem. Physiol. u. Pathol. 4, 40, 1904. 
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Abbau der Starke 
durch ein System: Neutralsalze + Aminosiuren — Pepton. 


(Vorlaufige Mitteilung.) 
Von 
Hugo Haehn. 
(Aus dem Institut fiir Garungsgewerbe in Berlin.) 


(Eingegangen am 14. Dezember 1922.) 


Meine Arbeiten tiber die Tyrosinase') hatten die grofe Bedeutung 
der Neutralsalze fiir dieses Enzym klargelegt. Da aus den Ver- 
Offentlichungen anderer Autoren wie Starkenstein und Biedermann 
auch die Wichtigkeit verschiedener Salze fiir die Amylase hervorging, 
von Biedermann spiiter selbst das Neutralsalz als Aktivator?) fiir das 
Amylasezymogen angesprochen wurde, so versuchte ich. meine Er- 
fahrungen von der Tyrosinase auf die Kartoffelamylase zu tibertragen. 
Ich wollte durch Dialyse bzw. Ultrafiltration die Salze entfernen und 
so den organischen Teil des Enzyms inaktivieren. Bei diesen Akti- 
vierungsversuchen machte ich alsdann die seltsame Beobachtung, 
daB man mit Hilfe von Neutralsalzen allein schon, also ohne organische 
Komponente, den Abbau der Starke bis zum Zucker hewerkstelligen 
konnte. Ich setzte infolgedessen zunaichst meine urspriinglich gestellte 
Aufgabe *) zuriick und folgte vor der Hand diesem neuen Phinomen. 

Beim Verfolgen dieser Idee fand ich die auBerst interessante 
Literaturstelle von W. Biedermann, die besagt, dab die gegliihte 
Speichelamylaseasche allein schon Starke abzubauen vermag. In der 
sich daran anschlieBenden Diskussion mit anderen Forschern lie} 
Biedermann diese Idee wieder fallen und erklarte sein damaliges 
Experiment durch Amylasespuren, die ev. der Starke oder den be- 


') H. Haehn, Diese Zeitschr. 105, 169, 1920; ,,Fermentforschung* 
IV, 8. 301, 1920. 

2) W. Biedermann, ,,Fermentforschung’ IV, 8. 258—300, 1920. 

3) Uber diese inzwischen heendeten Versuche soll in Kiirze aus- 
fiihrlich berichtet werden. 
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nutzten Reagenzglisern noch anhafteten’). Mittlerweile ist Bieder- 
mann dank weiterer umfassenderer Experimente iiber die Amylase 
wieder zu seiner alten Anschauung. daf Salze allein schon Starke 
verzuckern kénnen, zuriickgekehrt. Er halt die Luftzufuhr fir 
unbedingt notwendig und baut z. B. mit Hilfe von Chlornatrium im 
Beisein von Phosphaten und Luftsauerstoff, unter Beihilfe von 
Glykokoll, die Starke zu Zucker in kurzer Zeit ab’). 

Ich war also zur gleichen Zeit zu demselben Resultat gelangt. 
jedoch, wie die Arbeiten zeigen werden, bei etwas anderer Arbeits- 
weise. Da der Befund so unerwartet ist, so war es mein gréBtes 
Bestreben, vor der Veréffentlichung erst umfangreiches Material zu 
sammeln, um nicht Tauschungen zum Opfer zu fallen. Obgleich bis 
heute mehr als 90 groBe Versuchsreihen vorliegen, so konnten noch 
nicht alle Reaktionsbedingungen ausgekundschaftet werden, um immer 
durchgreifenden Erfolg zu haben. Bei den ersten Versuchen hatten 
wir eine gliickliche Hand, denn die Experimente verliefen nach 
Wunsch. Jedoch bald stellten sich Schwierigkeiten in den Weg, die, 
wie gesagt, bis heute noch nicht alle iiberwunden werden konnten. 
Da das Material der Tastversuche stark angeschwollen ist, so bringen 
wir bereits heute die vorlaufigen Ergebnisse. Der Ausbau der Arbeit 
muBg nun systematisch erfolgen und von verschiedenen Gesichts- 
punkten aus geleitet werden. Bei der Behandlung von Aufgaben 
wie die vorliegende, bei denen z. Z. keine vollstandige Lésung mit- 
geteilt werden kann, ist das experimentelle Material wichtiger als 
langere theoretische Spekulationen, weshalb hier mehr tabellarisches 
Material als sonst tiblich gebracht werden soll. 


A. Chemische Einfliisse beim Abbau der Starke. 


Von dem Gedanken ausgehend, daB in der Natur oft Salzgemische 
reagieren — ich hatte das bei der Tyrosinasereaktion beobachtet, 
Neuberg*) bei dem Ersatz des Ko-Enzyms der Hefe durch eine 
Mischung von Salzen verschiedener Ketoséuren —, so benutzte ich 
hier eine Mischung aus gleichen Teilen m/10 Chlorkalium-, m/10 Chlor- 
natrium- und m/10 Chlorcalciumlésung, um damit Starke zu ver- 
zuckern. Blieb das Reaktionsgemisch 22 Stunden bei 37° stehen, so 
zeigte die Jodprobe je nach der zugefiigten Salzmenge teilweisen 
oder vollstindigen Abbau der Stiirke. Da® in dem mit Jod ge- 


1) W. Biedermann, ,,Fermentforschung‘‘ III, 8.70, 1919; Miinchener 
med. Wochenschrift 1922; Nr. 39, S. 1402—1404; diese Zeitschr. 129, 
582, 1922. 

2) Privatmitteilung des Herrn Geheimrat Biedermann. Eine Ab- 
handlung ist z. Z. im Druck. 

3) OC. Neuberg, diese Zeitschr. 71, 135, 1915. 
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priiften gelben Re iktionsgemisch auch Zucker entstanden war, bewies 
der positive Ausfall der Fehling schen Probe. 

Es war von vornherein klar, da®B ein wichtiger Faktor der 
jeweilige Zustand des Stirkemolekiils sein miisse. Ich hatte eine 
lisliche Starke von Kahlbaum, mit A bezeichnet, zur Verfiigung, 
dann ein ebensolches Priparat, vor Jahren selbst mit Salzsiure her- 
gestellt und mit C bezeichnet. und eine gewohnliche Kartoffelstarke. 
Zum Ansatz kamen immer '/,cem einer einprozentigen Lésung, die 
nach Zusatz von 0,1 bzw. 0,2, 0,3 (usw.) ccm Neutralsalzmischun g 
auf 10ccm im Reagenzrohr mit Wasser aufgefiillt wurde. Die 
Versuchsanordnung geht aus Tabelle I hervor. Wir sehen zunichst 
in Glaschen A von Versuch | die Kontrolle, die eine Mischung von 
0,5cem Stiarkelésung C (1%) mit 9,5cem Wasser vorstellt. Nach 
22 stiindiger Einwirkung im Brutschrank bei 37° erfolgte auf Zusatz 
von einem Tropfen n/10 Jodlésung Blaufairbung. In Glaschen 1—5 
war die Stirke vollstindig abgebaut worden, und zwar durch Zusatz 
der Neutralsalzmischung Chlornatrium, Chlorkalium und Chlor- 
calcium. Wir sehen aus Versuch 1, daB schon 0,1 cem Salzmischung 
zum vollstindigen Abbau ausreichte. Wurde mehr Salzlésung ver- 
wendet, z. B. 0,7 ccm, so erfolgte die Hydrolyse nur bis zum Dextrin. 
Eine Steigerung bis 0,9 bzw. 1,0ccm stérte die Reaktion. Wir 
schlieBen hieraus, daB es auf das richtige Verhiltnis von Salz zur 
Stirkelésung ankommt. Diese Beobachtung wurde schr oft, auch 
bei den anderen Mischungen gemacht, und man gewinnt den Eindrack, 
daB die kleinsten Salzmengen oft am wirksamsten waren. Ein 
zweiter Versuch auf Tabelle I zeigt ein ahnliches Resultat, auch die 
Versuche auf Tabelle II. Die etwa 90 Versuchsreihen, mit verschiedenen 
Stirkesorten angesetzt, fihrten zu folgendem Resultat: Nur Stirke 
C ist fiir den Abbau durch Neutralsalze besonders geeignet. Von 
20 Experimenten gliickten allerdings nur die Hialfte. Die negativ 
verlaufenen Versuche hatten wahrscheinlich die Starke C nicht in 
der richtigen Dispersion. Starke A ist fiir diesen Abbau ungeeignet. 
Von 60 Versuchsreihen waren nur acht positiv ausgefallen, und zwar 
die meisten recht schlecht. Die Kartoffelstirke lieferte in allen finf 
Fillen itiberhaupt keinen Abbau. 

Fir den negativen Ausfall der Versuche konnten zunichst zwei 
Gesichtspunkte ausschlaggebend sein. Einmal war nicht immer mit 
dem gleichen Kolloidzustende der Starkelésung zu rechnen und 
vielleicht, damit im Zusammenhang stehend, wiire eine verschiedene 
Hydratation der Salzionen (s. weiter unten) mdglich gewesen. Da 
nun die Experimente mit den natiirlich vorkommenden Amylasen 
erwiesen hatten, da®B eine auferst peinlich genaue Vorbereitung der 
Stirkelésung nicht notwendig ist, so hoffte ich in meinem Falle die 
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Tabelle I. 
Abbau einer Starkelésung durch ein Gemisch von Neutralsalzen. 


Die abgewogene, in wenig Wasser aufgeschlimmte lésliche Starke C 
wurde in siedendes Wasser eingetragen und dann so weit aufgefiillt, damit 
eine lproz. Lésung entstand. Zur Verwendung kamen ferner m/10 
Losung von KCl, NaCl und CaCl,. Fin Gemisch dieser drei Salzlésungen 
wird mit Salzgemisch I bezeichnet. Alle Lésungen frisch bereitet. Wir- 
kungszeit 22 Stunden bei 37°. 








A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Reaktionsgemisch 
ccm cem | ccm com ccm ccm ccm ccm cm ccm com 
Versuch }?. 
StarkelisungC 1%. 05 05/105/05/05 05/05 05/05/05) 05 
Salzgemisch I. . . — 01° 0,2 03/04 '05/06 0,7 08 0,9; 1,0 
Wasser. ...... | 95/94/93 / 92 /| 91/90/89) 88/87) 86) 85 
Farb. auf Zusatz von 1 Se ee 
2Tr.n/10 Jodlésung blau hellgelb gelb — rotbraun violett 


Versuch 2. 
StirkelésungC 1% (05/05 /05/05/ 05/05/05) 0,5 | 0,5 | 0,5 | 05 


Salzgemisch I .. . — | 0,1 0,2 0,3 0,4 | 0,5 | 0,6, 0,7 | 08 , 0,9 1,0 
RE ent St eZ 9,5 | 9,4 | 9,3 | 9,2 | 9,1 | 9,0! 89) 88 | 8,7 | 86 | 85 
Faro. aur Susste von Se Se lazy pany, CRS aaa 
. dunkel 
2'Tr. nj10 Jodlésung blau bevel gelb heligelb = rotbraun 
Tabelle II. 


Abbau einer Stdrkeldsung durch ein Gemisch von Neutralsalzen. 
Versuchsbedingungen wie Tabelle I. 20 Stunden bei 37°. 





f ‘ A 1 2 < eo 5 6 7 8 | 9 10 
Reaktionsgemisch ; 
ccm cem cem = cem ccm ccm ccm cem | ccm) ccm | com 








Versuch 1. 
Starkeldsung C 1 % 05 05'05'05 05 05°05 05 05° 05) 05 
Salzgemisch I... — O1 02° 03 04 05 06 0,7 08:09) 1,0 
Wasser . 4 a Oe, 95 94/93 92°91 )9,0' 89 88) 8.7 | 86); 85 
Firb. auf Zusatz von blau violett rotviolett braunrot 


2 Tr. n/10 Jodlésung 
Versuch 2. 
Starkelésung A1% 05 05 05 05 05 05°05 05 05 05/05 





Salzgemisch I .. . — 01/502 03 04 05/06 07,08 09 10 
Weer: .. GaN SS 95 94 93) 9,2 9,1 9,0) 89) 88) 8,7 86) 85 
Farb. auf Zusatz von blau rotviolett violett 


2 Tr. n/10 Jodlésung 


Salze durch einen geeigneten Zusatz gefiigsam fiir meine Reaktion zu 
machen. Bekanntlich geben Aminosiuren mit Neutralsalzen nach 
P. Pfeiffer’) Doppelverbindungen, und weil auf diese Art einmal 
eine VergréBerung des Salzmolekiils zustande kommt, dann aber auch 


1) P. Pfeiffer u. J. v. Modelski, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 81, 329, 1912; 85, 1, 1913; P. Pfeiffer u. Fr. Wittka, Ber. 48, 
1041, 1289, 1915; P. Pfeiffer, J. Wiirgler u. Fr. Wittka, Ber. 48, 1938, 
1915. 
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auf diese Weise das Salz in den Kolloidzustand iibergefiihrt wird 

wisserige Aminosdurelésungen zeigen ja das Tyndallphinomen —, so 
war eine Méglichkeit gegeben, durch Zusatz dieser Ampholyte viel- 
leicht zum Ziele zu kommen. Ich lieB also auf meine Starkelésung 
das Gemisch von Neutralsalzen und gleichzeitig ein Gemisch von 
Aminosiuren (m/10 Alanin und m/10 |-Leucin) einwirken und be- 
obachtete in der Tat einen intensiveren Stirkeabbau. Es wurde 
konstatiert, daB nicht nur die lésliche Stirke C, sondern auch die 
lésliche Stiirke A und sogar die gewéhnliche Kartoffelstarke von dem 
Salz-Aminosiuregemisch hydrolysiert werden konnten. Bemerkt sei 
ausdriicklich, daB, um den Effekt hier recht deutlich zu zeigen, in 
den hier zu besprechenden Experimenten nur solche Versuchsreihen 
aus dem grofen Versuchsmaterial ausgewahlt wurden, bei denen die 
Neutralsalzmischung allein versagt hatte. Von 20 Experimenten ver- 
liefen zehn im gewiinschten Sinne; fiinf Versuchsreihen, die mit anderen 
Aminosiiuregemischen, als oben angegeben wurde, angestellt waren, 
verliefen negativ, und von den letzten fiinf Versuchsreihen ist die 
Ursache des negativen Ausfalles ihres Resultates noch nicht sicher 
erwiesen. Als giinstiges Aminosiuregemisch hatte sich bis jetzt ein 


Tabelle III. 

Abbau der Starke durch gleichzeitige Wirkung von Neutralsalzen 

und Aminosduren. 

Starkelédsung und Salzlésung wie auf Tabelle I bereitet. Amino- 
siuregemisch m/10 Alanin und m/10 Leucin. Wirkungszeit 20 Stunden 
bei 37°. 

Mischung I: Gleiche Anzahl von ccm m/10 KCl, m/10 NaCl, m/10 CaCl,, 

‘* Il: ‘ j » » m10 Alanin, m/10 Leucin. 

IIT: . ‘ » » von Misechung 1 und II. 





’ : A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Reaktionsgemisch 
ccm ccm cem/ ccm ccm = cem)| ccm cem cem ccm) com 


Versuch |. 
05/05/05 05 05°05 05 05/05 05 


0,1 02 03 04 05/06 0,7'08 09 1,0 
94 | 93/92'9,1 9,0 89 88! 8,7 | 86) 85 


So 
ou 


Starkelésung C 1 % 
Mischung | . es 
Wasser . 


© 
or 





Farbung auf J-Zusatz blau 
Versuch 2. 


StirkeléisungC 1% 05 05/05/0505 05 05 05/05 05° 05 
) 








Mischung II... . — 01° 02° 03° 04 05 06 07,08 09 1, 
| 95 94/93 92/91 | 9,0) 89) 88) 87 86 85 
Farbung auf J-Zusatz blau 
Versuch 3. 

Starkelésung C 1 % 05'05 05 05 05 05/05 05°05 05 05 
Mischung IIT... . — |0,1/02 03 04 05°06 0,7 08 0.9) 1,0 
Wasser. ...... | 9,5 | 9,4 9,3 | 9,2 | 9,1 | 9,0 | 8,9 | 88} 8,7| 86 85 
Farbung auf J-Zusatz blau __ blauviolett braunrot 


38 * 
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gleiches m/10-Gemenge von Alanin und |-Leucin ergeben. Auf Ta- 
belle II] finden wir die naheren Versuchsbedingungen. Versuch | 
zeigt in diesem Falle die Unwirksamkeit des Gemisches von Chlor- 
kalium, Chlornatrium und Chlorcaleium auf Starke C. Ebenso hat 
das Aminosiuregemisch Alanin- Leucin, keine hydrolysierende Wirkung 
(Versuch 2.) Treten hingegen beide Agenzien gleichzeitig in Reaktion, 
so erfolgt Abbau der Starke, jedoch nur bis zum Erythrodextrin. 
(Versuch 3.) Ahnlich liegen die Verhaltnisse auf Tabelle IV. Wir 


Tabelle IV. 
Abbau der Starke durch gleichzeitige Wirkung von Neutralsalzen 
und Aminosduren. 


Wirkungszeit 43 Stunden bei 45 bis 50°, sonst alles wie auf Tabelle IIT. 





A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 





Reaktionsgemisch ; 
ccm ccm ccm com com cem ccm ccm ccm ccm ccm 
Versuch 1 
Starkelédsung A 1%. 05° 0,5/05/05/05'05 05/05/05 05 05 
MischungI..... — 01 02 03 04 05 06 0.7 08 09) 1,0 
Wasser... .... 95 94/93 9219190 891/88 87/86 85 
Farbung auf J-Zusatz blau 
Versuch 2. 
Starkelésung A 1% (05° 05/05/05/05/05/505' 05/05/05 | 05 
Mischung II senda — 01/102 03 04,05 06 0,7 08 09) 10 
Wasser . 95 | 94} 93); 9,2;91 90) 89 88) 87 86) 85 





Farbung auf J-Zusatz blau 
Versuch 3. 
Starkelésung A 1 % 05/05 /)05/05'05 05'05'05 05) 05) 05 





MischungI1.... . — | 01°02 03° 04 05 06 07 08 09°) 10 
Mischung IT .... | — 05 05 05°05°'05 05 05 05 05) 05 
Wasser. ...... |9,5/89/ 88 87 86°85) 84 83 82 81/80 
—— —_ 

Farbung auf J-Zusatz blau 4 blau iheligelb ~—blau = blau hellgelb 

ge ge 

Versuch 4. 

Starkelésung A 1 % 05 05/05 05 05:05 05 05 05.05 05 
Mischung I..... — 01° 02 03 04°05 06 07/508 09) 10 
Mischung II .... — O1 02°03 04 05/06 '0,7 08 09 1,0 
oy ac, - Ee 9,5 | 9,3 | 9,1 | 8,9 | 8,7 | 8,5 | 83 | 81) 7,9 | 7,7 | 7,5 
Farbung auf J-Zusatz  blau og rot hellgelb blau hellgelb 

ge 


kommen hier mit dem Salz-Aminosauregemisch bis zum Endziel, wenn 
wir die Reaktion 43 Stunden lang bei 45 bis 50° gehen lassen. Ver- 
such 4 zeigt totalen Abbau der Starke A. Merkwiirdig ist, da® zwei 
in derselben Reihe liegende Glischen desselben Versuches noch keine 
vollkommene Hydrolyse gaben. Dies ist in Versuch 3, der keine 
steigenden, sondern nur gleiche Mengen von Aminosiuren erhalten 
hat, noch auffalliger. Hier beobachten wir fast in der ganzen Reihe 
alternierend blau und gelb. Diese Versuche kénnten auf die Not- 
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wendigkeit eines giinstigen Verhaltnisses von Neutralsalz zu Amino- 
siiure hindeuten. Wiederholungen gaben ein ahnliches Resultat. Voll- 
staindiger Abbau bis zur Gelbfirbung trat jedoch bei den anderen 
Versuchsreihen in den wenigsten Fillen ein, aber immer lie sich der 
steigernde EinfluB des Aminosiuregemisches konstatieren. 

Fast zur gleichen Zeit wie ich hatte W. Biedermann mit Hilfe 
von Chlornatrium und Glykokoll Starke hydrolysiert, jedoch hatte 
er damals noch den Effekt in der Hauptsache der Aminosiure zu- 
geschrieben. Daf Salze allein den ProzeB bewerkstelligen kénnen, 
war zu jener Zeit von ihm noch nicht erkannt worden’). 

Es war interessant zu erfahren, ob andere Aminosiuregemische 
eine ebensolche Wirkung wie die von uns benutzten auslésen. Mit 
den folgenden zwei Kombinationen Glykokoll +- Tyrosin, Leucin + Iso- 
leucin + Glykokoll + Alanin -+ Tyrosin konnten trotz Variation det 
Versuche keine Erfolge erzielt werden. 

Diese noch wenig befriedigenden Resultate mit dem Neutralsalz- 
Aminosiuregemisch erwecken den Wunsch, noch andere Aktivatoren 
in das Bereich der Untersuchungen zu ziehen. Es war naheliegend, 
an niedere Polypeptide, Peptone und Albumosen zu denken. Einige 
Versuche, die mit Leucylglycin + Alanin + Leucin + dem genannten 
Neutralsalzgemisch angesetzt wurden, ergaben zum Teil positive, zum 
Teil negative Ergebnisse. 

Besser fielen die Versuche mit einer Albumose (Aschegehalt 
= 5,6 %) der Firma R. Schering aus. Es liegen sieben Versuchs- 
reihen mit verschiedenen Stirkesorten vor, die alle ein positives 
Resultat ergaben. Es sei von vornherein bemerkt, da® nicht alle 
Versuche gleichmaBig ausfielen und daB wieder nicht alle den totalen 
Abbau bis zur Maltose bzw. Glukose bewerkstelligten. Hervorzu- 
heben ist ferner, da sowohl die lésliche Starke A als auch die ge- 
wohnliche Kartoffelstarke, wenn letztere auch nur in 0,5 proz. 
Konzentration angewandt wurde, fiir das Experiment geeignet waren. 
Tabelle V zeigt die Anordnung, wie die Versuchsreihen mit ihren 
Kontrollen stets ausgefiihrt wurden. Zur Wiedergabe kam ein Ver- 
such, der besonders den Einflu8 der Albumose zeigen sollte. Bei 
den anderen Experimenten dieser Anordnung war manchmal schon 
Abbau durch Neutralsalze allein, manchmal durch Kombination zweier 
Komponenten des Reagenzgemisches eingetreten. Als Substrat der 
Versuche von Tabelle V diente Kartoffelstirke, die kleisterartig auf- 
gequollen wurde. Der Versuch 1 zeigt, daB Neutralsalze allein keinen 
Abbau bewerkstelligen konnten, ebenso Aminosiuren allein (2), end- 


1) W. Biedermann, Extrait des Archives Néerlandaises de Physiologie de 
Homme et des Animaux, tome VII, p. 151, 1922. 
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Tabelle V. 


Abbau der Starke durch das System: Neutralsalz 4+ Aminosduren + Albumose. 
Salzlésung: Gleiche Anzahl von cem m/10 KCl, m/10 NaCl, m/10CaCl,. 
Aminosauregemisch: Gleiche Anzahl von cem m/10 Alanin, m/10 |-Leucin. 
Albumose (Schering) in 1 proz. Lésung. '/, proz. Kartoffelstarkelésung. 


Wirkungszeit: 22 Stunden bei 37°. 





A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 














Seat etnies nie 


Sa ae AP RN i EASES 














Reaktionsgemisch 
ccm cem ccm ccm com ccm ccm ccm ccm ccm ccm 

Versuch 1. 
Starkelésung ... . 0,5 | 0,5 | 0,5 | 0,5 | 0,5 | 05 | 0,6 | 0,5 | 0,5! 0,5 | 0,5 
Salzlosung ..... — 01°02 03°04 05°06 0,7 08 09 1,0 
WS ale ST 95 94 93 9.2 9,1 9,0; 89 | 88) 8,7) 86) 85 
Farbung auf J-Zusatz blau 

Versuch 2 
Starkelésung .. . 05 05 05 05 05 05 05 0 05 05 0,5 
Aminoséuregemisch . — |} 01',02'03 04:05 :'°06 0,7: 08:09) 1,0 
Werte: 95'94'93'92 91 90:89'8 7 86 85 
Farbung auf J-Zusatz blau 

Versuch 3 
Starkelésung . 05°05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 
SPE: - — 10 10 10 10°10 10 10 1,0 1,0 10 
Wasser . ‘ 95 85 85 85 85'85 85 85 85 85 85 
Farbung auf J-Zusatz blau 

Versuch 4 
Starkelésung.... 05 05/05'05'05'05 05 05°05 05 05 
Salzlo6sung .. . — 01 02 03/104 05 06 0,7 08 09 1,0 
Aminosiuregemisch . . | — 101 02 03/04 > 05 06 | 0,7'08 09 1,0 
Wasser... . . 195'93'91 89/87/85 83 81 79 7,7 75 
Farbungauf J-Zusatz blau violett 

Versuch 5. 
Starkeldsung .... 105,05 05 05 05 05 05 05 05°05 0,5 
Salzlisunz ..... | — 01 02 03 04 05 06° 0,7 08 09 10 
ors: .. | —) 10, 1,0) 10, 1,0) 1,0) 1,0; 1,0, 10/10 1,0 
Wasser. ... |9,5 84 83/82 81 80 7,9, 7,8: 7,7 7,6 7.5 
Farbung auf J-Zusatz blau 

Versuch 6. 
Starkelésung .. . 105/05 05 05 05°05 05 05 05 05 05 
Aminosauregemisch . | —'01 02 03 04 05 06 0,7 08 09 1,0 
Albumoselésung .. | — 10 10 10 10 10 10 10 10 10 19 
Wasser . ... (95 84,83 82) 81 80, 7,9 78) 7,7 7,6 7,5 
Farbung auf J-Zusatz blau 

Versuch 7. 
Starkeldsung.... | 05°05 05 05 05 05 05 05 05 05 0,5 
Salzlésung . . — 01 02 03 04 05 06°07 08 09 1,0 
Aminosauregemisch . | — | 01 0,2'03 04/05 06 0,7/08'09 1 0 
oe, .. | —/ 1,0) 1,0; 1,0, 1,0) 1,0) 1,0; 10) 10) 1,0) 1,0 
Wasser... . (695) 83) 81) 7,9 7,7) 7,5 7,3) 7,1) 69 | 6,7 65 





FarbungaufJ-Zusatz blau gelb jodbraun violett gelb violett 
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lich Albumosen allein (3). Kamen die Aminosiuren mit der Salz- 
lésung gleichzeitig in Reaktion, so erfolgte eine geringe Hydrolyse: 
die Starkelésung firbte sich mit Jod violett (4). Jedoch die Mischung 
von den Salzen mit Albumosen (5) oder das Aminosiiure- Albumosen- 
gemisch (6) verhielten sich passiv. Kamen dagegen alle Komponenten 
gleichzeitig zur Entfaltung, so war totaler Abbau in verschiedenen 
Reagenzgliisern eingetreten (7). 

Mein Bestreben zielte dahin, eine ganz energische Stirkehydrolyse 
mit dem Salzgemisch zu erreichen. Auferdem war ein nie versagendes 
Reagenzgemisch sehr erwiinscht. Als ,,Aktivator“ fiir das Amino- 
siure-Neutralsalzgemenge kam zuniichst das leicht zugiingliche Pepton 
, Witte’ (von Kahlbawm bezogen) in Frage. Von etwa 20 ihnlich 
angesetzten Stairkeabbauversuchen fielen fast alle Versuche positiv 
aus. Leider wurde auch hier nicht bei allen Experimenten die Zucker- 
stufe erreicht; oft waren noch einige Reagenzgliser rot bis rosa ge- 
firbt. In manchen Reihen fehlte tiberhaupt die letzte Stufe. Aber 
immer wurde beobachtet, daB die starkste Hydrolysewirkung von dem 
Hauptgemisch ausging, wenn auch manchmal die Salze allein oder 
das Salz-Aminosiuregemisch teilweisen Abbau verrieten. Das Haupt- 
gemisch erwies sich so kraftig, daB alle Starkesorten, sogar Kartoffel- 
stiirke, zum Kleister aufgequollen, angegriffen wurden. Am _ besten 
eignete sich jedoch die Starke A in 1 proz., und die Kartoffelstarke 
in 1/, proz. Lésung. Es sei hier gleich der Einwand vorweggenommen, 
daB nicht etwa der Erfolg bei der Kartoffelstarke der eventuell noch 
anhaftenden Diastase zuzuschreiben ist. Ein Blick auf die zahlreichen 
Kontrollreihen der Tabelle VII lehrt, da8 in dieser Anordnung sehr 
viele Einzelversuche hitten Abbau zeigen miissen, da sich das eventuell 
vorhandene Zymogen sehr oft mit ,,Aktivatoren‘ (Salze, Aminosiuren) 
in Mischung befand. Im ibrigen war auch die Starkelésung griind- 
lich gekocht worden. Die Mehrzahl der Versuche verlief bei 37°, 
jedoch auch Temperaturen von 45 bis 50° fiihrten zum Ziel. Es 
kam auch zweimal vor, daB in den Versuchsreihen schon das Pepton 
allein stark abbaute, sogar besser als das Hauptgemisch. Das ist 
andererseits bei dem Aschegehalt des Peptons (1,4 %) nicht gerade 
verwunderlich, wenn man noch dazu annimmt, daB sich die Starke 
auch mal in einem recht geeigneten Kolloidzustande befinden konnte. 
Man sieht hieraus jedenfalls, wie kompliziert die Sache liegt. In 
manchen Fillen reichte scheinbar der eigene Salzgehalt nicht aus und 
es wurde die Wirkung erst auf Salzzusatz erkenntlich. 

Auf Tabelle VI finden wir in Versuch 1 wieder die Passivitat 
des Neutralsalzgemisches (K Cl, NaCl, CaCl,) in 1 proz. Starkelésung. 
In der gleichen Weise verhalt sich das Aminosiuregemisch Alanin 
+ Leucin (Versuch 2). Pepton, in 1 proz. Lésung der Starke zu- 
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Tabelle VI. 
Abbau der Starke durch das System: Neutralsalz +- Aminosduren + Pepton. 
Salzlosung und Aminosiuregemisch wie auf Tabelle V.  Pepton 
(Kahlbaum) in Ilproz. Lésung, durch Schiitteln gelést, dann filtriert. 
Starke A; Wirkungszeit: 20 Stunden bei 37°. 





é A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Reaktionsgemisch 
com com ccm com jcem cem com cem cen | com com 


Versuch 1. 





Stérkelésung .... 05 05'05:'05'05°> 05 05/105 05 05°) 05 
Salzlésung ..... — O01 02 03 04 05 06) 07 08 O09, 10 
LS. ee ee eee 95 94/93/92 91°90 89 88 87 86, 85 
Farbung auf J-Zusatz blau 


Versuch 2. Priifung des Aminosiuregemisches. ZahlenmaéBiger An- 
zatz und Resultat wie 1. 

Versuch 3. Priifung der Peptonlésung. Jedes Glaschen erhilt 1 ecm 
lproz. Peptonloésung. Sonst Ansatz und Resultat wie 1. 

Versuch 4. Priifung des Salz-Aminosiiuregemisches. Ansatz wie |; 
Resultat: Kontrolle blau, die anderen Glaser violett. 


Versuch 5. 


Starkelosung . | 
Salzlésung Rd Zahlen wie in 1 
Peptonlésung 1 °% 
WOM bs gs Gee Auf 10 cem aufgefiillt 
ean agg: ioc pe a eT oe 
Farbung auf J-Zusatz blau_ violett rot dunkelrot braun 


Versuch 6. 
Starkelésung . 





inoséurelésun ‘ ‘ 

Am eee : es Zahlen wie oben 

Peptonlésung 1% . | | 

Wasser . REO 

Farbung auf J-Zusatz  blau dunkelviolett 
Versuch 7. 

Stirkelésung . | 

Salzmischung. .. . Zahlen wie oben 

Aminosiaurelosung. 

is, . oe ee Jedes Glaschen 1 ccm 

WHR a sit eins Auf 10cem aufgefiillt 

Farbung auf J-Zusatz blau violett rosa gelb rosa rot hellviolett gelb gelbrot 


gegeben, vermag auch keine Hydrolyse zu veranlassen (3), dagegen 
wohl, wenn es durch Neutralsalze unterstiitzt wird (5). Wir beob- 
achten auf Jodzusatz mehrere rotgefirbte Glaser, zwei sogar braun- 
gefirbt. Das Salz-Aminosiuregemisch war in dieser Versuchsreihe 
von geringer Wirkung, alle Glaser firbten sich mehr oder weniger 
violett (4). Das Hauptgemiseh (Salze + Aminosiuren + Pepton) 
hingegen erzielte kriftige Hydrolyse (7). Die meisten Glaser sind 
rot bis rosa, drei davon gelbgefirbt: also totaler Abbau. Tabelle VII 
bringt das Resultat noch deutlicher. Der Versuch war mit Kartoffel- 
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Tabeile VII. 
Abbau der Kartoffelstarke durch das System: Neutralsalz +- Aminosduren 
+ Pepton. 
Salzlésung und Aminosiiuregemisch wie auf Tabelle V. Pepton 
(Kahibaum) in \|proz. Lésung; durch Schiitteln gelést, dann filtriert. 
Kartoffelstiirke; Wirkungszeit 20 Stunden bei 37°. 





A l 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Reaktionszemisch 


ccm ccm ccm ccm com cc.n com cem ccm ccm ccm 


Versuch 1. 





Starkelésung), % . 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 
Salzldsung ..... — 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 
a ar 95/94 93 9,2 91:90 89,88 87 86) 85 
Farbung auf J-Zusatz blau 


Versuch 2. Priifung des Aminosiiuregemisches. Ansatz und Resultat 
wie Tabelle VI. 

Versuch 3. Priifung der Peptonlésung. Ansatz und Resultat wie 
Tabelle VI. 

Versuch 4. Priifung des Salz-Aminosiuregemisches. Ansatz und 
Resultat wie Tahelle VI. 

Versuch 5, Priifung des Salz-Peptongemisches Ansatz wie Tabelle Vf. 
Resultat: Kontrolle blau, die andern Glaser braun. 

Versuch 6. Priifung des Aminosiiure - Peptongemisches. Ansatz wie 
Tabelle VI. Resultat: Alle Glaser blau. 

Versuch 7. Priifung des Salz-Aminosiure-Peptongemisches. Ansatz 
wie Tabelle VI. Resultat: Kontrolle blau, die andern Glaser gelb. 


stirke ausgefiithrt worden. Die meisten Versuche zeigen keinen Starke- 
abbau (1 bis 4; 6). Das Salz-Peptongemisch dagegen brachte in 
allen Glisern auf Jodzusatz Braunfirbung (5). Am_ vollstandigsten 
ist die Hydrolyse in Versuch 7, also mit dem Hauptgemisch: hier ist 
in allen Glasern vollstandige Zerlegung des Starkemolekiils erfolgt. 

Es trat jetzt die Frage auf, ob die einzelnen Salze, bzw. dic 
einzelnen Aminosiuren schon diastatisch wirken, weshalb alle 
Komponenten einzeln durchgepriift wurden. Es stellte sich heraus, dab 
die Salzindividuen, in Mischung mit Aminosiuren gepriift, zwar teil- 
weise etwas hydrolysieren, daB aber das Gesamtgemisch wie immer 
am kraftigsten wirkte. Man gewinnt aus dem grofen, vorliegenden 
Versuchsmaterial den Eindruck, daB es auf eine geeignete Mischung 
ankommt. Die einzelnen Komponenten mégen sich gegenseitig bei 
der Aufspaltung der Starke unterstiitzen. 

Tabelle VIII bringt zunichst in den Versuchen 1, 2 u. 4 die totale 
Passivitat des Salzgemisches Chlornatrium + Chlorcalcium, fiir sich 
geprift als auch im Verein mit Aminosiuren, ebenso im Verein mit 
Pepton. Dagegen ist wieder das Hauptgemisch stark aktiv (3). 

In Tabelle [IX wurden die Salze einzeln, jedoch im Beisein von 
Aminosauren und Pepton gepriift. Versuch 1 laBt eine schwache Zer- 
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Tabelle VIII. 
Abbau der Starke durch das System: Neuiralsalz + Aminosduren + Pepton. 


Salzlésung nur m/10 NaCl + m/10 CaCl,. Aminosiuregemisch: m/10 
Alanin, m/10 ]-Leucin, Pepton (Witte) lproz., Starke A. Wirksamkeit: 
20 Stunden bei 37°. 











Reaktionsgemisch 
ccm cem ccm ccm com com ccm ccm cm ccm ccm 

Versuch 1. 
Starkelésung 1, % . 05 05/05/05/'05/05 0505/05/05 05 
Salzlosung ..... - 01 02 03 04 05 06 07,08 09 1,0 
_ | CER gee Bee iatia 95 94'93/)9.2 91/90 89'88 87 86) 85 
Farbung auf J-Zusatz blau 

Versuch 2. 
Starkeldsung 1° . 05 05 |, rae 
Salzlisung . . . — \o1l Zahlen wie in 1. 
Aminosauregemisch . — 0,1 Zahlen wie bei der Salzlésung. 
Wasser. ...... 95 93 Auf 10 ccm aufgefiillt. 
Farbung auf J-Zusatz blau 


Versuch 3. 


Starkelésu . 05 05 q a 
tarkelosung peat wae 4 Zahlen wie in 1. 








Salzlésung .. . ; — 01 

Aminosiuregemisch . — | 0,1) Zahlen wie in 2. 

Peptonlésuny... . — 10 Jedes Glischen 1 com Peptonlésung. 

a eae 95 83 Auf 10ccem aufgefiillt. 

Farbung auf J-Zusatz — blau violett rot braungelb rot 
Versuch 4. 

Starkelosurg 1% . 05 05) ), es 

Salzlésung ..... — 01) J Zalien wie in.. 

Peptonlésung 1 0 . — 1,0) Jedes Glaschen 1 ccm Peptonlésung. 


Wasser. ...... 95 93) Auf 10 ccm aufgefiillt. 





Farbung auf J-Zusatz blau 


legung der Starke durch Natriumchlorid erkennen, wahrend Kalium- 
chlorid (2) und Calciumchlorid (3) unwirksamer sind. In Versuch 4 
haben wir einen besonders guten Fall fiir die Intensitat des Haupt- 
gemisches. Da Pepton allein hier auch schon hydrolysiert (Versuch 
nicht aufgefiihrt), so miissen wir in Anbetracht der kriftigen Starke- 
zerlegung in allen Experimenten annehmen, daf in der Versuchsreihe 
Tabelle IX eine besonders giinstig priparierte Starkelésung vorgelegen 
haben muf. 

Alanin und Leucin, jedes fiir sich allein mit Salzen und Pepton auf 
hydrolytische Kraft gepriift, gaben zum Teil eine sehr schwache, zum 
Teil keine Reaktion. 

Zum SchluB wurden auch in einigen Versuchen gleichzeitig Al- 
bumosen und Peptone im Verein mit Neutralsalz und Aminosiuren 
angewendet, doch war kein besonderer Erfolg zu beobachten. Man 
gewinnt 6fters den Eindruck, daB ein Uberschu8B an Reagenz der 
Kombination der Hydrolysereagenzien schidlich ist. 
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Tabelle IX. 
Abbau der Starke durch das System. Neutralsalz + Aminosdure + Pepton. 
Wirkung einzelner Salze im Gemisch mit den bisher verwendeten 
Aminosiuren und Pepton. Pepton (Witte) lproz., Starke A. Wirkungs- 
zeit: 20 Stunden bei 37°. 





A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

















Reaktionsgemisch 
ccm ccm ccm ccm com cem ccm ccm ccm ccm ccm 
Versuch 1. 
Starkelésung 1% . 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 
m/10 NaCl. .... — | 01 02/03 04 05 06 | 07/08) 09 1,0 
Aminosduregemisch. — 0,1 02 03 04 05 0,6 0,7'08 0,9 1,0 
Pepton 1% .... — 10 01 10/510 05 10 00 10 1,0 1,0 
Wasser. .... . % 9,5 | 8,3 | 8,1 | 7,9 | 7,7 | 7,5 | 7,3 | 7,1 | 6,9 | 6,7 | 6.5 
Farbungauf J-Zusatz  blau braunrot braun 
Versuch 2 
Stirkeldsung 1% . || 
m/l0 KCl .... | 
Aminosiuregemisch . Zahlen wie oben. 
Pepton 1% .... | 
NB iyi 5 0 
Farbung auf J-Zusatz blau dunkelrot blau dunkelrot 
Versuch 3. 
Stiirkelosung 1% 
m/10 CaCl, | 
Aminosauregemisch . Zahlen wie oben. 
Pepton 1% .... | 
Wasser... . F 
Farbung auf J- Gomats blau violett 
Versuch 4. 
Starkelésung 1% . 
Gemisch der 3 Salze 
Aminosiuregemisch Zahlen wie oben. 
Pepton 1% .... | 
LS 
Farbung auf J-Zusatz blau hell rotbraun gelb 


B. Physiko-chemische Faktoren beim Abbau der Stirke. 

Ein wichtiger Faktor, der in unserer Versuchsanordnung héchst- 
wahrscheinlich eine wichtige Rolle spielt, ist der Dispersitiatsgrad der 
Starkelésung. Leider waren bisher alle Aufklarungsversuche in dieser 
Richtung gescheitert. Es wurden Starkelésungen nach den _ver- 
schiedensten Methoden bereitet, es wurde auch die Viskositat der 
Lésungen bestimmt, jedoch ohne merklichen Gewinn fiir die Reaktion. 
Diesen orientierenden Versuchen miissen sich systematische anschlieBen. 
Da das Alter der Stiarkelésung auch eine Rolle spielen kann, so wurden 
stets frisch bereitete Lésungen verwendet. 

' Die natiirlich vorkommenden Diastasen haben in bezug auf die 
Wasserstoffionenkonzentration ein verschiedenes Optimum. So wird 
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fiir die Malzdiastase ein py von 4,7, fiir Pankerasdiastase py = 8,5, 
und fiir Speicheldiastase 6,4 angegeben. Da H-Ionen allein schon 
Starke zu hydrolysieren vermégen, so war unser Bemiihen, méglichst 
um den Neutralpunkt die Reaktion vorzunehmen. Aus diesem Grunde 
wurde auch nicht mit primirem Kaliumphosphat operiert. Unser 
System Neutralsalz + Aminoséure + Pepton lieferte ein py = 7,4, 
so da} wir bei ganz schwach alkalischer Reaktion hydrolysieren konnten. 


Neutralsalzmischung (wie in den Tabellen) . 0,3") 0,5 0,9 cm 
Aminosiuremischung , ., , > . es 0,5 0,9 ,, 
Peptonidsung 1,°/, (Witte) ............. 1,0 1,0 nO: i, 
DUMrReeUnG AND fk BU idi a tke, eine OE 0,5 0,5 ,, 
Weer’. 2°: : ei Pe ee 7,5 63, 


Pu (elektrometr. gemessen) d. obig. Mischung: 7,40 7,40 7,40 cm 


Wie hat man sich nun die Hydrolyse durch dieses Salz-Amino- 
siiure-Peptongemisch vorzustellen? Es ist héchst wahrscheinlich, daB 
zunachst die Salzionen hydratisiert werden (Kohlrausch, Riesenfeld, 
Nernst). In der zweiten Phase entstehen Adsorptionsverbindungen 
der Starke mit dem Chlornatrium z. B., wodurch das an die Ionen 
gebundene Wasser wieder frei wird, und zwar im aktiven Zustande 
mit OH- und H-lonen, die jetzt die Starke hydrolysieren. Die lonen 
des Chlornatriums wiiren also teilweise mit H- bzw. mit OH-Ionen 
beladen gewesen. 

Diese Hydratation des Neutralsalzes geht wahrscheinlich im 
Kolloidzustand besser als im molekulardispersen System vor sich, 
weshalb die Aminosiuren als Dispersoide den ProzeB unterstiitzen. 
Die besonders starke Hydratation mancher Kolloide ist ja eine all- 
bekannte Erscheinung. Da nun Aminosiuren nach P. Pfeiffer Doppel- 
verbindungen mit Neutralsalzen in wasseriger Lésung bilden, so miissen 
auch diese einen kolloiden Zustand annehmen, wodurch eine starkere 
Hydration des Salzes bewerkstelligt wird. Ahnlich wird auch Pepton 
wirken. Die Stirkehydrolyse kénnte nun noch unterstiitzt werden 
durch die eigene Hydratation der Aminoséiuren und des Peptons. 

Nun ist aber beobachtet worden, das Neutralsalze allein schon 
Starke abgebaut haben. In diesem Falle wird eine giinstige disperse 
Phase der Starke vorhanden gewesen sein, die durch die geringe 
Hydratation der Salze allein schon verzuckert werden konnte. Ob 
uns das Studium der Beziehung der Hydratation zur inneren Reibung 
(H. Euler) des Gemisches Neutralsalz + Aminoséure + Pepton zur 
weiteren Klarung unserer Aufgabe fiihren wird, das mu8 die Zukunft 
lehren. 


') Zur Erhéhung der Leitfahigkeit wurde etwa '/, g K Cl zugegeben. 
Die beiden anderen Versuche wurden ohne Zusatz gemessen. 
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Was nun die Frage nach dem Zuckerabbau durch eine eingeiretene 
Infektion anbetrifft, so ist ein Aufkommen von Mikroorganismen bei 
der gewahlten Zusammensetzung des Reaktionsgemisches nicht ohne 
weiteres von der Hand zu weisen. Seit aber der Streit um Bieder- 
manns Versuche in dieser Angelegenheit verstummt ist, so wird man 
wohl auch hier den Zuckerabbau Mikroorganismen nicht zuschreiben. 
Kine grobe Infektion, die makroskopisch sichtbar ware, ist aus- 
geschlossen. Im Mikroskop jedoch sieht man in den Peptonglasern 
einzelne Stibchen und verkiimmerte Hefen. Eine Reihe von Ver- 
zuckerungsversuchen gab auch bei héherer Temperatur wie 45 bis 
50° oder 50 bis 52° positive Resultate. Es miifte denn hier ein aus- 
gesprochen thermophiler, stark verzuckernder Bazillus sein Spiel treiben. 
Aber, mu man sich fragen, warum sollte denn Infektion immer nur 
in einigen Versuchen, nimlich denen des Zuckerabbaus, eintreten 
und nicht in solchen, die fast die gleiche Niaihrlésung (Tabelle V, 2, 
5, 6: Tabelle VI, 2, 3, 6; Tabelle VII, 2, 3, 6) den Bakterien dar- 
bieten kénnten! Und dies mit grober RegelmaBigkeit. Warum sind 
z. B. die Starke-Aminosiuregemische nicht infiziert, und warum sollte 
dies gerade der Fall sein bei den Starke-Salzgemischen, also bei 
Stickstoffmangel! (Tabelle I bis IV). Und ahnlichen Verlegenheiten 
wiirden wir bei den anderen Gemischen begegnen. 

Absichtlich sind bisher bei den meisten Versuchen keine anti- 
septischen Mittel verwendet worden, um das klare Reaktionsbild 
nicht zu stéren. Arbeitet man unter Thymoldesinfektion, so gelingt 
die Verzuckerung ebenfalls bei 32° als auch bei 45°. Die Kontroll- 
proben bleiben blau. Diese Versuchsanordnung gab bisher so aus- 
gezeichnete Resultate, dai fast an eine giinstige Mitwirkung des 
Thymols gedacht werden kénnte. Das Versuchsmaterial wird spiter 
ver6ffentlicht. 

Bei Anwendung von durch Hitze sterilisierten Lésungen und 
Reagenzglisern mit Watteverschlu8 ist nur in drei Glisern Abbau 
bis zum Erythrodextrin erfolgt, in den iibrigen Glisern war die Stirke 
unverandert geblieben. Dieses schlechte Resultat ist nach W. Bieder- 
mann') dem Luftmangel zuzuschreiben. Wurde derselbe Versuch 
(steril) mit offenen Glisern wiederholt, so trat bei 45° in 22 Stunden 
in allen Glisern totale Hydrolyse ein. 

Zum Schlusse wurde noch die oben erwihnte aufgefundene In- 
fektion (Stibchen und verkiimmerte Hefen) in Bierwiirzelésung an- 
gereichert, auf Verzuckerungsfahigkeit gepriift. Zwei Verzuckerungs- 
reihen kamen wie in Tabelle VI, 7 zum Ansatz: eine Reihe normal, 
von der andern bekam jedes Glischen fiinf Tropfen von der mit der 


1) W. Biedermann, diese Zeitschr. 129, 582, 1922. 
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Infektion stark angereicherten Wiirze. Wurde nun nach 22 Stunden 
Wirkungszeit mit Jod gepriift, so zeigten die nicht kiinstlich infizierten 
Glaser die normale Verzuckerung, wihrend die infizierten Glaser noch 
die normale Starkeblauung aufwiesen. Also: die Experimente mit den 
Mikroorganismen ergaben keine Starkehydrolyse. Die Infektion ist 
nicht in der Lage, die Verzuckerung vorzunehmen bzw. in diesem 
Falle zu beschleunigen. Die Infektion hatte sogar das Gegenteil be- 
wirkt, die Hydrolyse verhindert, offenbar dadurch, daB die Mikro- 
organismen die Aminosiiuren und das Pepton aufgezehrt hatten. 

Sdmtliche Experimente dieses Abschnittes sprechen fiir eine rein 
chemische Hydrolyse der Starke ohne Mitwirkung von Lebewesen. 

In welcher Beziehung all die Ergebnisse dieser Arbeit zur natiir- 
lichen Amylase stehen, das mu8 sich noch erweisen. Jedenfalls ist 
das System Neutralsalz -+- Aminoséure + Pepton (Albuminose) in der 
lebenden Zelle heimisch, weshalb auf eine Verwandtschaft mit der 
Amylase geschlossen werden kénnte. Sicher wird ein solches System 
bei dem VerzuckerungsprozeB in der Zelle aktiv beteiligt sein. Aber 
unser katalytischer Effekt ist vor der Hand noch zu gering, um einen 
ernsten Vergleich mit dem Enzym aufzunehmen. Hdéchstens die 
schwache Kartoffelamylase kénnte in ihrer Wirkung unserem kiinst- 
lichen Hydrolysereagenz etwas niher kommen. Ausgeschlossen ist es 
jedoch nicht, daB wir hier das Amylasemodell in seiner einfachsten 
Form vor uns haben. 

Es sei mir an dieser Stelle zestattet, Fraulein A. Nickel fiir ihre 
gute Unterstiitzung bestens zu danken. Auch bin ich Herrn cand. 
chem. H. Schweigart, der voriibergehend an der Arbeit teilnahm, zu 
Dank verpflichtet. 
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Wirkt Vitaminmangel spezifisch oxydationshemmend? 


Von 
Kiyoshi Morinaka (Mukden). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 29. Dezember 1922. 


Aus den bisher vorliegenden Versuchen am Hunde [7'suji (1)] 
und an Tauben [Abderhalden (2)| ergibt sich, dafs bei vitaminfreier 
Ernahrung neben der Abnahme des Kérpergewichts auch eine Ab- 
nahme der Oxydation vor sich geht, d.h. der Sauerstoffverbrauch, 
pro Minute auf das Kilo Kérpergewicht berechnet, wird geringer. Diese 
Abnahme des Sauerstoffverbrauchs beruht auf einer Abnahme der 
Zellatmung. Denn Abderhalden und Wertheimer (3) wie Hess (4) haben 
gefunden, daS Organbrei avitaminéser Tauben eine herabgesetzte Oxy- 
dation erkennen lat, und auf der anderen Seite hat Gydrgy (5) fest- 
gestellt, da Zusatz von Vitaminlésungen zu Organbreimassen nor- 
maler Tiere eine Steigerung der Oxydation bedingt. Dazu ist zu 
bemerken, daB nach den Angaben von F. Grébbels (6) bei diesen Oxy- 
dationsversuchen an Miusen eine kurze initiale Periode einer Oxy- 
dationssteigerung zu beobachten ist. 

Wir haben es nun bei der Herabsetzung der Oxydation mit einer 
Erscheinung zu tun, die auch fiir den Hungerzustand charakteristisch 
ist. Wiahrend aber beim Hungerzustande die Deutung dieses Phi- 
nomens keine Schwierigkeit bereitet, da die Abnahme des Sauerstoff- 
verbrauchs hier parallel mit der Abnahme des Kérpergewichts geht, 
war es bei der Avitaminose zunichst fraglich, ob hier das gleiche 
anzunehmen wire, bis dann die erwaihnten Versuche iiber die Zell- 
atmung eine Klirung brachten. Beim Hunger liegt die Sache namlich 
einfach so, daB hier nur deshalb mit der Zeit weniger oxydiert wird, 
weil immer weniger Kérpermaterial vorhanden ist. Es ist hier die 
Abnahme der Oxydation die Folge der ProtoplasmaeiweiBeinschmelzung. 
Bei der Avitaminose liegen die Verhiltnisse komplizierter. GewiB mub 
auch hier als Folge des Protoplasmaschwundes die OxydationsgréBe 
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abnehmen. Aber es ist auch durch den Vitaminmangel an sich die 
Oxydation herabgesetzt. und dann muB bei der tatsiichlichen groBen 
Kérpergewichtsabnahme K6érpermaterial ohne den normal-physiologi- 
schen Sauerstoffverbrauch in gesteigertem Mabe zersetzt werden. 
Natiirlich braucht eine solche, durch den Vitaminmangel direkt erzeugte 
Oxydationsverminderung nicht in dem Umfange vorhanden zu sein, 
daB sie bei periodisch vorgenommenen Gaswechselversuchen zur An- 
schauung kommt. Es kann die iiberschligliche Reechnung auch hier 
immer nur eine ungeféhr dem K6rpergewichtsverlust entsprechende 
Oxydationsveriinderung erkennen lassen. Aus diesem Grunde schien 
es mir angezeigt, einmal zu priifen, wie sich das Oxydationsvermégen 
des avitaminésen Kérpers, gemessen an ganz bestimmten Aufgaben, 
verhilt. 

Es gibt im Ké6rper Prozesse, bei denen die Oxydation leicht, 
und andere, bei denen sie schwer vonstatten geht. So laBt sich 
auch die Oxydationsenergie des Kérpers priifen, wenn man ihm das 
eine Mal leicht, das andere Mal schwer oxydierbare Substanzen zu- 
fiihrt, oder wenn man im Stoffwechsel des avitaminésen Kérpers An- 
haltspunkte findet, die auf eine mangelhafte Oxydation hindeuten. 

Ich habe an zwei Hunden folgende Versuche gemacht: 


Erster Versuch. 

Ein Hund von 4800 g Kérpergewicht erhalt 34 Tage lang vitamin- 
haltige Stoffwechselkost von bestimmtem Kalorien- und _ bestimmtem 
N-Gehalt. Das K6érpergewicht bleibt atf konstanter Héhe. In den 24stiin- 
digen Harnmengen wird tiaglich der Gehalt an fliichtigen Fettsaiuren er- 
mittelt. Am 31. und 32. Versuchstage erhalt das Tier je 3 g Natriumacetat 
per os. Der Gehalt des Harns an fliichtigen Fettsiuren zeigt nach der 
Natriumacetatgabe keine nennenswerte Veranderung (s. Tabelle I). Nun- 
mehr wird das Tier mit derselben, aber vitaminfreien Stoffwechselkost 
gefiittert. Das Kérpergewicht nimmt sofort ab. Vom 43. bis 47. Versuchs- 
tage werden wieder in den 24stiindigen Harnmengen die fliichtigen Fett- 
siuren bestimmt. Am 46. und 47. Versuchstage erhalt das Tier abermals 
je 3 g Natriumacetat per os. Der Harn hatte in der ganzen Zeit der vitamin- 
freien Ernihrung zwar einen unbedeutend herabgesetzten Gehalt an fliich- 
tigen Fettsiuren im Vergleich zu der Periode mit vitaminhaltiger Nahrung, 
aber die Gabe des Natriumacetats iibte keinen Einflu8 aus (s. Tabelle [1). 

Schon am Tage nach der letzten Acetatgabe erkrankte der Hund 
schwer an avitaminésen Erscheinungen (Korneatriibung, schwankender 
Gang, Lahmungen usw.), es stellten sich leichte Durchfalle ein, und 
er starb am 50. Versuchstage. DaS der Tod so rasch erfolgte, hat seinen 
Grund darin, daB der Kérper durch eine diesem ganzen hier geschilderten 
Versuche vorangehende 75tagige Periode mit vitaminfreier Nahrung vollig 
an Vitamin verarmt war; in dieser Periode hatte das Tier schon stark an 
K6rpergewicht abgenommen. Der Hund hatte schwere nervdse Er- 
scheinungen und Korneatriibung gezeigt, Symptome, die aber alle rapid 
zuriickgingen, als das Tier die Vitaminzulage zu seinem Stoffwechselfutter 
erhielt. 
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Die normale Nahrung bestand aus: 
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Tabelle I. 


Das Salzgemisch bestand aus: 








Pferdefleischpulver') . 35 g Kochsalz . 250 ¢ 
Poliertem Reis 5g Calciumphosphat. 100 ¢ 
Reiskleie 8,4g¢  Magnesiumceitrat. . 100g 
Zucker 6,7 g Kaliumchlorat lig 
Citronensaft 30 ccm Ferrum Citricum . 30g 
Butter 35 g Kalium jodatum. 0,1 g 
Salzgemisch . 2g Jod 0,05 g 
Wasser . 800 ccm. 
a Flichtige 
Versuchs- pon ed Harnmenge to a ae Natriumacetat 
tage als n/10 Saure 
g com cem g 
25 4810 700 21,7 
26 4850 420 18,5 
27 4800 850 23,8 
28 4850 620 19,2 
2 4850 630 17,6 
30 4800 630 21,7 3,0 per os 
31 4820 650 18,9 3,0 per os 
32 4830 800 20,8 
33 4810 850 22,9 
Tabelle II. 
Die vitaminfreie Nahrung bestand aus: 
Pferdefleischpulver 35 g 
Poliertem Reis 25 ,, 
Schweineschmalz. 35 ,, 
Salzgemisch (wie oben) a 
Wasser . 700 ,, 
Vers Korpers Sic Fliichtige , Gesamt-N Gesamt-S  Neutral-S 
suthnes gewicht menge in 24 Stdn. Na-Acetat 
ge (als BaSO,) 
zg com com g 
43 4700 490 17,6 45276  2,1315 0,9094 
44 4720 530 11,7 3,9029  3,6888 1,1580 
45 4740 440 18,9 3,7699 2.2704 1,2012 
46 4800 530 21,2 3 per os 3.2648 1,9292 0.9275 
47 4650 380 11,0 3 per os 2,7710 1,8772 0,8759 
48 4510 2,1482 1,4560 0,5286 
49 4340 
50 4050 Tod 


Das Ergebnis dieses Versuchs laipt sich dahin zusammenfassen, 
dag Vitaminmangel den Gehalt des Harns an fliichtigen Fettsduren 





1) Das Pferdefleischpulver war durch mehrtigiges Kochen in Wasser 
unter wiederholter Erneuerung des Waschwassers vitaminfrei gemacht 


word 


en. 


Biochemische Zeitschrift Band 135. 


39 





606 K. Morinaka: 


nicht dndert, und dag auch dadurch die Oxydation des Natriumacetats 
im Kérper keine Storung erfahrt. 


Zweiter Versuch. 


Ein bisher bei véllig normaler Nahrung gehaltener Hund wird bis zu 
seinem an einer interkurrenten Krankheit (Pneumonie) erfolgten Tod 
65 Tage vitaminfrei ernihrt. Der Gehalt der 24stiindigen Harnmenge 
an fliichtigen Fettséuren wird vom 15. bis 31. und vom 49. bis 63. Versuchs- 
tage bestimmt. An verschiedenen, aus der Tabelle IV ersichtlichen Tagen 
erhalt das Tier 4 bis 8 g Natriumacetat per os cder in drei Fallen 4 g Natrium- 
acetat subkutan eingespritzt. In den beiden Perioden — in der ersten, 
als eben der Ko6rper anfing, an Vitaminvorrat zu verarmen, und in der 
zweiten, als der Koérper bereits betrachtlich Vitamin verloren hatte 
war der Gehalt des Harns an fliichtigen Fettsiuren ungefihr der gleiche, 
und es lieB sich auch kein irgendwie ins Gewicht fallender Unterschied in 
dieser Hinsicht feststellen, weder in den beiden Perioden ohne, noch in 
den Perioden mit Zufuhr entsprechender Mengen von Natriumacetat. 
GewiB war der fliichtige Fettsiuregehalt des Harns etwas erhéht nach der 
Gabe exorbitant hoher Dosen des Acetats per os oder nach dessen sub- 
kutaner Zufuhr, aber es trat in dieser Hinsicht keine Anderung mit der 
fortschreitenden Avitaminose ein. 

Bei diesem Hunde des zweiten Versuchs habe ich nun in der Zeit vom 
34. bis 43. Versuchstage und dann spiater noch einmal vom 63. bis 68. Ver- 
suchstage im Harn die Gesamtstickstoffausscheidung und den Gehalt an 
Gesamtschwefel und Neutralschwefel ermittelt. In beiden Perioden verlief 
die Gesamtstickstoffausscheidung parallel der Gesamtschwefelausscheidung, 
in beiden Perioden war aber das Verhialtnis des Gesamtschwefels zum 
Neutralschwefel ein derartiges, dai der Neutralschwefel etwa ein Drittel 
bis die Halfte des Gesamtschwefels ausmachte (s. Tabelle V). Das sind 
Zahlen, die nach Kunkel (7) und Heffter (8) der Norm entsprechen; der 
saure Schwefel kann beim Hunde 53% oder etwas mehr des Gesamt- 
schwefels ausmachen. 


Diese Beobachtung iiber die Schwefelausscheidung bei der Avita- 
minose steht insofern in Beziehung zu meinem Versuche tiber den 
Gehalt des Harns an fliichtigen Fettséiuren, als eine Stérung in der 
Schwefelverteilung immer der Ausdruck einer Stérung im intermediaren 
Eiweibstoffwechsel ist, d.h. sie zeigt an, ob der Eiweibstoffwechsel 
in seinem Ablauf qualitativ veraindert ist. Nur wenn die Ausscheidung 
des Neutralschwefels relativ vermehrt ist, der ja den mangelhaft 
oxydierten Teil des Schwefels darstellt, kénnte mit Wahrscheinlich- 
keit in einem Falle wie dem vorliegenden (avitaminésen), von einer 
Herabsetzung der Oxydation die Rede sein. 

Nun zeigen aber meine Schwefelanalysen, daB die Oxydation der 
schwefelhaltigen Komplexe des EiweifSmolekiils in normalen Bahnen 
verlief. Daraus geht jedenfalls das eine mit Sicherheit hervor, daB 
bei der Avitaminose die Zersetzung des EiweiBes qualitativ nicht 
gestért ist, soweit es sich um die Schwefelkomplexe des EiweiB- 
molekiils handelt. 
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Tabelle ITI. 


Die Nahrung bestand aus: 
Pferdefleisch 
Poliertem Reis 
Margarine 
Salzgemisch . 
Wasser . 





Flichtige Fetts 
sauren in 24 Std. 





— Korpergewicht Harnmenge als njlO Séure Na-Acetat 
g ccm ecm 8 
15 8050 490 10,05 
16 8050 560 20,16 
17 8100 690 12,76 ‘aie ‘nie 
18 8120 860 17,36 _—. 
19 8120 640 19,84 
20 8090 560 15,40 as 
21 8090 620 27,28 cima 
22 8080 750 18,00 . 
23 8000 660 3234 | #0subkutan 
24 8070 850 19,87 
25 8080 460 17,02 
26 8000 630 21,42 
27 7950 550 21,45 
28 7970 600 8,40 
29 7980 630 15,12 | #»0subkutan 
30 7960 750 36,00 
31 7900 590 14,75 
Tabelle IV. 
Die Nahrung bestand aus: 
Fleischpulver 40g 
Reis bees ts 50,, 
Schweineschmalz. 20,, 
Salzgemisch . | 
Wasser . 4a ae 
rien ht a 
s ¢; -rcewi > Sauren in <4: . 
ba ya Korpergewicht Harnmenge a nfl Saure Na-Acetat 
g ccm com g 
49 7306 580 19,14 
50 7306 460 17,91 
51 7250 510 16,32 8,0 per os 
52 7250 580 12,76 
53 7200 650 29,90 
54 7100 610 47,58 8,0 per os 
55 7050 750 33,75 
56 7030 550 20,35 
57 7000 580 19,86 
58 6930 570 21,09 
59 6930 560 20,72 
60, 6950 580 12,76 4,0 subkutan 
61 | 6950 600 2820 
62 ! 6920 520 24,96 
63 || 6720 650 24.05 
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Tabelle V. 





ar Korpergewicht Harnmenge —— ain BaS0, eso, 
g ccm g g g 
34 7600 600 4.5738 18040 0.8443 
35 7550 500 4.5738 1.8040 0,8443 
36 7500 620 5,3122 1,9074 0,7263 
37 7520 400 §,3122 1,9074 60,7263 
38 7520 510 4.9893 2,0368 0,9944 
39 7520 520 4.9893 2.0368 0,9944 
40 7520 440 5.4018 2,0072 1,2358 
41 7420 600 5,4018 2,0072 1.2358 
42 7500 420 4,6939 1,8766 1,1515 
43 7520 460 4.6939 1.8766 1,1515 
Tabelle VI. 
63 6720 650 5,2395 2,2500 0.7040 
64 6650 620 6,9308 3,1868 1.3129 
65 6500 675 5,7662 2.5178 0,8303 
66 6500 620 6,1628 2,9760 0.9027 
67 6450 620 6,6836 3,0473 1,0509 
68 6300 690 7,1387 4.0710 1.6256 


Schlug. 

Aus allen im vorstehenden mitgeteilten Versuchen ergibt sich, dafi 
bei der Avitaminose die Oxydation leicht oxydierbarer Substanzen, wie 
z. B. des Natriumacetats, nicht gestért ist, und dag die Oxydation des 
schwefelhaltigen Komplexes des Zelleiweifmolekiils in normalen Bahnen 
verlduft. Ob bei schwerer oxydierbaren Substanzen, als es das Natrium- 
acetat und die schwefelhaltigen EiweiBkomplexe sind, sich im avita- 
minésem Zustande Oxydationshemmungen nachweisen lassen, mul 
dahingestellt bleiben. Wenn nun die Vitamine trotz des Ausfalls 
meiner Versuche in spezifischer Weise oxydationssteigernd wirken, so 
kommt der Ausfall dieser Wirkung der Vitamine bei den Vorgiingen, 
die durch meine Versuche gepriift wurden, jedenfalls nicht zur An- 
schauung. 

Alle Beobachtungen iiber die Oxydationsverminderung bei der 
Avitaminose kénnen natiirlich die logische Forderung niemals bei- 
seite schieben, daf trotz der Oxydationsverminderung bei dem sin- 
kenden Kérpergewicht der Gesamtumsatz, also einschlieBlich der resor- 
bierten Nahrung, gesteigert sein muB. Nur das Endprodukt des Um- 
satzes braucht eben nicht die CO, zu sein. Vielleicht wird C in ver- 
mehrter Menge durch den Harn ausgeschieden, vielleicht macht die 
Zersetzung bei Zwischenstufen Halt, die entweder im Kérper zuriick- 
bleiben oder durch die Exkretionsorgane mit Ausnahme der Lungen 
ausgeschieden werden. 
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Bemerkungen. 


Methodik: Die Bestimmung der fliichtigen Fettsiuren machte ich nach 
E. Welde (9) im Vakuum unter gleichzeitiger Wasserdampfdestillation. 
Den gesamten Schwefel bestimmte ich nach Benedict (10). Den Neutral- 
schwefel bekam ich indirekt durch Subtraktion des Wertes der Cesamt- 
schwefelsaure, die nach Folin (11) bestimmt wurde, von dem Gesamt- 
schwefel werte. 


Literatur. 
1) Tsuji, diese Zeitschr. 129, 194. 2) EB. Abderhalden, Pfliigers Arch. 
f. ges. Physiol. d. Menschen u. Tiere 187, 87. 3) E. Abderhalden und 
Wertheimer, ebendaselbst 194, 647. — 4) W. R. Hess und N. Messerle, 
Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 119, 176 bis 189, 1922. 
5) Gyorgy, Jahrb. f. Kinderheilk. 94, 555 bis 563, 1921. 6) F. Groebbels, 


Klin. Wochenschr. 1. Jahrg., Nr. 43, 8. 2130, 1922. — 7) A. Kunkel, Pfliigers 
Arch. f. ges. Physiol. d. Menschen u. Tiere 14, 344. — 8) A. Heffter, eben- 
daselbst 88, 504. — 9) E. Welde, diese Zeitschr. 28, 504. 10) 8S. R. Benedict, 
Journ. of biol. chem. 6, 363. — 11) O. Folin, ebendaselbst 1, 131. 











Neue Beobachtungen 
iiber die Stimulation der alkoholischen Girung 
durch chemisch definierte Koérper. 


Von 
T. Soda. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts 
fiir experimentelle Therapie, Berlin-Dahlem.) 


(Hingegangen am 16. Dezember 1922.) 


Bei dem groBen Interesse, das von den verschiedensten Richtungen 
her dem Problem der alkoholischen Garung entgegengebracht wird, 
habe ich es fir niitzlich gehalten, die Frage nach der Stimulierung 
des Girungsvorganges an neuen Aktivatoren zu studieren. 

Man kennt, soweit man chemisch definierte Substanzen in Be- 
tracht zieht, bisher zwei Gruppen solcher Katalysatoren der Garung. 
Einmal gehéren hierhin die reduzierbaren Kérper sowohl organischer 
als anorganischer Natur, sodann andere Stoffe, fiir die es schwer ist, 
eine gemeinsame Klassifizierung anzugeben. 

Wihrend Aldehyde, Ketone, Stickstoff-Sauerstoff-Verbindungen, 
Disulfide sowie desoxydierbare Mineralstoffe von Hefe reduziert werden 
kénnen und dadurch den Vorgang der Zuckerspaltung zu beeinflussen 
vermégen, ist eine solche gemeinsame Beziehung fiir die andere Kategorie 
von Géarungsaktivatoren bisher nicht ersichtlich. Weder Salze der 
gewohnlichen Fettsiuren und Oxysiuren, noch mehrwertige Alkohole, 
noch auch Tierkohle, sofern letztere direkt wirkt, diirften ihre Wirkung 
im Zusammenhang mit einer reduzierenden Tiatigkeit entfalten. Hier 
kénnen vorlaufig nur die Tatsachen registriert werden. 

Meine eigenen Untersuchungen erstreckten sich auf eine Reihe 
neuer Substanzen, die zu verschiedenen Gruppen zu zahlen sind. 

1. Reihe der Stickstoff-Sauerstoff-Verbindungen: das Trimethyl- 


aminoxyd. 
2. Ungesiittigte Verbindungen : Zimtalkohol, Allylalkohol, a-Croton- 
saure. 


3. Diketosiuren: «, «,-Diketopimelinsiure. 
4. Kompliziertere Ketone. wie Benzovlaceton und o-Methyl- 
cyclohexanon. 























Seaman Set Se Saree 








T. Soda: Neue Beobachtungen itber die Stimulation usw. 611 


Fiir die Wahl dieser Substanzen waren folgende Gesichtspunkte 
mabgebend : 

Die einzige in der Natur bisher nachgewiesene organische Stickstoff- 
Sauerstoff-Verbindung ist das Trimethylaminoxyd. Es findet sich 
nach den Untersuchungen des japanischen Forschers Suwa') sowie 
nach solchen von Henze*) in den Kérpersiften bestimmter Seetiere. 
Da es nicht ausgeschlossen ist, daB Trimethylaminoxyd allgemeiner 
in der Natur vorkommt, beispielsweise unter den Extraktivstoffen 
der Muskulatur, so ist es vorstellbar, daB eine solche Stickstoff-Sauer- 
stoff-Verbindung, falls sie den GirungsprozeB beeinfluBt, auch auf den 
hiermit verwandten Vorgang der Atmung einwirkt. Da Trimethyl- 
aminoxyd, wie bekannt, auf rein chemischem Wege reduzierbar ist, so 
fiigt sich das beobachtete Aktivierungsvermégén des Trimethylamin- 
oxyds den friiheren Feststellungen iiber die Giarungsbeschleunigung 
durch desoxydierbare Stoffe ein. 

Fiir die Wahl der ungesittigten Verbindungen war gleichfalls 
der Gesichtspunkt der Reduzierbarkeit bestimmend. Wenn auch 
bislang Substanzen mit einer Doppelbindung phytochemisch nicht 
in durchsichtiger Weise hydriert sind, so befindet sich ein solcher 
Vorgang doch durchaus im Bereiche der Wahrscheinlichkeiten*)}. Als 
zugaingliche Vertreter der ungesittigten Verbindungen habe ich den 
Allylalkohol und Zimtalkohol und als eine saure Substanz die «-Croton- 
siure verwendet. Fir carbonylhaltige Substanzen liegt eine Reihe 
von Beobachtungen iiber das Vermégen zur Giarbeschleunigung vor. 
Einfache Diketone sind bereits mit Erfolg untersucht, dagegen noch 
keine Diketosiuren. Als solche wahlte ich die a, a-Diketopimelinsaure. 
Als ein neues Diketon zog ich das Benzoylaceton heran und dehnte 
schlieBlich die Untersuchung auf das o-Methyl-cyclohexanon aus. 

Die simtlichen genannten Verbindungen erwiesen sich in mehr 
oder weniger ausgepriagtem MaBe als Garungsstimulatoren. Ich will 
jedoch nicht unerwahnt lassen, daB ich mit anderen Stoffen aus den 
genannten Kérperklassen unter den von mir gewahlten Bedingungen 
auch negative Ergebnisse zu verzeichnen hatte. So habe ich mit den 
ungesiattigten Siuren Fumarsiure, Maleinsiure, Itaconsiure und Aconit- 
siure vorliufig keine oder schwichere Girungsférderungen beobachtet, 
ebenso mit der Liavulinsiure, die im Gegensatz zu den sonst unter- 
suchten «-Ketosiuren das Carbonyl in y-Stellung enthalt. 

Um die Einfliisse auszuschliefen, die durch Einwirkung der ge- 
wihlten Substanzen auf lebende Zellen zustande kommen kénnen, 


1) Suwa, Pfliigers Arch. 128, 421; 129, 231, 1909. 

2) Henze, H. 91, 230, 1914. 

8) Vgl. die von Neuberg und Arinstein im Jahre 1921 entwickelten 
Anschauungen iiber die natiirliche Fettbildung d. Z. 117, 269. 
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habe ich stets mit zellfreien Saften gearbeitet und die Versuchsanordnung 
benutzt, wie sie schon in den ersten einschlagigen Untersuchungen von 
Neuberg mit Ehrlich, Reinfurth und Sandberg!) sowie neuerdings von 
Jnouye*) getroffen worden ist. 

Die Resultate ergeben sich aus nachfolgenden Ubersichten. 


Experimenteller Teil. 

Die Versuche wurden ausgefiihrt mit frisch bereiteten Mazerations- 
siften aus untergiriger Hefe. Es gelangten zur Anwendung jeweils auf 
10,0cem Saft 2,0cem einer 5,0proz. Glucoselésung und 1,0 ccm der 
zu prifenden Lésung des Aktivators, der gewohnlich in einer Ver- 
diinnung von m/10, m/100 und m/1000 herangezogen wurde. Das 
Lésungsmittel war entweder reiner Alkohol oder Wasser, und dem- 
entsprechend wurde die dazugehérige Kontrolle mit 1,0 cem Wasser 
coder 1,0 cem Alkohol angesetzt. Die Vergairung wurde in 75 em 
langen Eudiometern tiber Quecksilber als Sperrfliissigkeit vorgenommen. 
Alle Ansiatze standen bei Zimmertemperatur. Gemessen wurde bei 
jeder Versuchsreihe die entwickelte Kohlensiuremenge nach gleichen 
Zeitabschnitten; sie gilt als Ma® fiir die Intensitit der Girung und 
gestattet daher eine direkte SchluBfolgerung auf die Aktivierungs- 
fihigkeit der jeweils angewandten Substanz. (Siehe die beigefiigten 
Tabellen). 

Zusammenfassung. 

Die zellfreie Girung des Traubenzuckers kann eine Beschleunigung 
erfahren durch folgende Stoffe : 

Trimethylaminoxyd, Allylalkohol, Zimtalkohol, «-Crotonsaure, 
#, #-Diketopimelinsiure, Benzoylaceton und o-Methylhexanon. 


1) Neuberg, Ehrlich, Reinfurth, Sandberg, diese Zeitschr. 1918 bis 1921. 
2) Jnouye, Wochenschr. f. Brauerei 1922, 8. 191. 
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Zur Kenntnis der Glucose-mono-schwefelsiure und Rohrzucker- 
mono-schwefelsiure. 


V. Mitteilung'). 
Von 


T. Soda. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts 
fiir experimentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 23, Dezember 1922.) 


Wiahrend Schwefelsiiureester der Zuckerarten oftmals im Tierreich 
gefunden worden sind, hat man sie selten in pflanzlichen Organismen 
angetroffen ; jedoch scheinen sie auch hier eine gréBere und unerwartete 
Verbreitung zu haben. So erkannten Neuberg und Ohle*), daB der Agar 
ein Schwefelsiureester eines hochmolekularen Kohlenhydrats ist, und 
zu dem gleichen Ergebnis sind, unabhiingig von den beiden genannten 
Autoren, Samec und Ssajevic*?) gekommen; ebenso haben Haas*) und 
ganz neuerdings Russel-Wells®) das Auftreten von Athersulfaten bei 
Chondrus crispus beschrieben. 

Damit haben solche Verbindungen ein besonderes Interesse er- 
langt, und die synthetische Bereitung von Zucker-schwefelsiuren stellt 
sich als eine lohnende Aufgabe dar. 

Methoden zur Gewinnung von Schwefelsiureestern der Kohlen- 
hydrate sind bereits ausgearbeitet!); sie sind von Newberg und Pollak, 
Neuberg und Liebermann sowie Ohle angegeben worden. 

Bei dem urspriinglichen Verfahren wurde als Methode zur Dar- 
stellung von Atherschwefelsiuren die Behandlung der hydroxylhaltigen 


1) Friihere Mitteilungen: C. Newberg und H. Pollak, diese Zeitschr. 26, 
514, 1910; Ber. 43, 2060, 1910; C. Newberg u. L. Liebermann, diese Zeitschr. 
121, 326, 1921; H.Ohle, ebendaselbst 131, 601, 1922. 

2) C. Neuberg und H.Ohle, ebendaselbst 125, 311, 1921. 

3) M. Samec und V. Ssajevié, Chem. Centralbl. 22, I, 1113. 

4) P. Haas, ebendaselbst 21, III., 1248. 

5) B. Russel-Wells, Biochem. Journal 16, 578, 1922. 
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Verbindungen mit Kaliumpyrosulfat und Atzkali gewahlt. Die not- 
wendige Anwesenheit des letzteren beschriankt die Prozedur auf die 
Veresterung von Verbindungen, die gegen starke Lauge bestindig sind, 
wie etwa der Rohrzucker. Die erweiternde Methode beruht auf einer 
Reaktion der Kohlenhydrate mit Chlorsulfonsiure in Pyridin-Chloro- 
form-Lésung. Bei diesem Vorgehen vermag man ersichtlicherweise auch 
aldehydische oder ketonische Zucker in Schwefelsiureester umzuwandeln. 
Nach Zugabe von Carbonaten oder Hydroxyden der Erdalkalien kann 
man sodann das gesamte Pyridin fortschaffen und zugleich nicht in 
Reaktion getretene Chlor- und Sulfationen binden. Die Trennung 
beispielsweise von Gips bietet keine Schwierigkeiten, gréBere die der 
Entfernung daneben gebildeten Chlorcalciums; man kann versuchen, 
das Kalksalz der entstandenen Kohlenhydrat-schwefelsiure mit Alkohol 
niederzuschlagen, wobei Calciumchlorid in Lésung bleibt. Scheinbar 
entstehen jedoch 6fter Doppelverbindungen von zucker-schwefelsaurem 
Calcium mit CaCl,, so daB die Beseitigung des Calciumchlorids verlust- 
reiche Umfallungen verlangt. 

Daher bin ich dazu tibergegangen, die Synthese zuniichst eines 
Schwefelsdureesters der Glucose nach folgendem Verfahren zu bewirken: 
Man 1laB8t auf Traubenzucker in absolutem Pyridin die nicht ganz 
iiquivalente Menge von Chlorsulfonsiure im Gemisch mit Chloroform 
einwirken. Der entstandene Glucose -mono-schwefelsiureester kann 
auf verschiedene Weise isoliert werden, am zweckmaBigsten folgender- 
maBen: Nach Abtreiben der Lésungsmittel Chloroform und Pyridin 
im Vakuum wird der Destillationsriickstand in Wasser gelést und 
von vorhandenen Sulfat- und Chlorionen durch Schiitteln mit Barium- 
carbonat und Bleioxyd befreit; die letzten Reste des Halogens 
werden mit Silbersulfat beseitigt. Darauf fallt man mit Schwefel- 
wasserstoff die in Lésung befindlichen Metalle Blei und Silber aus. 
Nimmt man diese Behandlung bei Gegenwart von kohlensaurem 
Barium vor, so findet keine Zersetzung der Glucose-mono-schwefel- 
siiure statt, und man erhilt eine Lésung ihres Bariumsalzes, das 
mittels absoluten Alkohols in fester Form abgeschieden werden 
kann. Diese Bariumverbindung ist noch nicht einheitlich, doch 
laBt sich aus ihr ein sch6n kristallisiertes Brucinsalz erhalten, das 
durch einmaliges Umlésen analysenrein ist und konstante Drehung 
aufweist. 

Aus diesem Brucinsalz der Glucose-mono-schwefelsiure gewinnt 
man durch Umsetzung mit kaltem Barytwasser und alsbaldige Ent- 
fernung des iiberschiissigen Bariumhydroxyds mittels CO, sowie durch 
Zugabe von Weingeist nunmehr ein reines Bariumsalz der Glucose- 
mono-schwefelsiure, das sich unter diesen Umstinden mit Kristall- 


alkohol abscheidet. 
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Auf analoge Weise laBt sich auch eine Rohrzucker-mono-schwefelsdure 
darstellen. Hier kann man direkt — ohne den Umweg iiber das Alkaloid- 
salz — zu einer der Analyse nach einheitlichen Bariumverbindung ge- 
langen; sie ist verschieden von dem Material, das frither mit anderer 
Methodik von Newberg und Pollak (s. vorher) bereitet worden war. 

Die Glucose-mono-schwefelsiure konnte als Na-Salz durch Hefe 
nicht in Garung versetzt werden; auch wird die Schwefelsiure beim 
Stehen mit Hefe und Toluol nicht abgespalten. Rohrzucker-mono- 
schwefelsaures Salz verhalt sich gegen Hefe folgendermafben: Es 
wird vergoren und von Invertase zerlegt ; demnach kann die eintretende 
Garung auf die zymatische Spaltung des nicht sulfurylierten Mono- 
saccharidrestes bezogen werden. Durch das Verhalten zu Hefe unter- 
scheidet sich die Glucose-mono-schwefelsiure charakteristisch von der 
aihnlich gebauten Glucose-mono-phosphorsiure, indem diese sowohl 
gespalten als vergoren wird. Diese Eigenart entspricht der Tatsache, 
da Phosphatasen in der Natur!) und insbesondere in der Hefe?), 
angetroffen werden, die Phosphorsiure auch aus kiinstlich phosphory- 
lierten Verbindungen ablésen. 

Die Einzelheiten, welche sich auf die Darstellung von Glucose- 
und Saccharose-mono-schwefelsiure beziehen, sind in nachstehenden 
Ausfithrungen niedergelegt. 


Glucose-mono-schwefelsaure. 


Die Veresterung der Glucose mit Schwefelsdure wurde gemials den 
geschilderten Richtlinien ausgefiihrt. 16,5 g getrocknete und fein ge- 
pulverte Glucose werden in einem groben, weiten und dickwandigen 
Reagenzglas, das ein Volumen von etwa 200 ccm hat, in 75 cem Pyridin 
mittels eines Rithrwerkes fein verteilt. Die Suspension wird von auBen 
mit einer Kaltemischung gekithlt, und nachdem die Innentemperatur 
auf etwa — 10° gefallen ist, la8t man aus einem Scheidetrichter langsam 
eine Mischung von 5 ccm Chlorsulfonsiure und 18 cem Chloroform zu- 
tropfen. Man arbeitet zweckmafig mit einem UberschuB von Glucose, 
und zwar erwies es sich am giinstigsten, einen Uberschu8 von 3 g = etwa 
18% des Zuckers anzuwenden. Nachdem ungefahr die Hilfte der 
Chiorsulfonsiure zugeflossen ist, beginnt die Ausscheidung des Pyridin- 
salzes der Glucose-mono-schwefelsiiure in Form eines zihen Sirups. 
der noch unangegriffene Glucose einschlieBt und die weitere Um- 
setzung derselben mit der Chlorsulfonsiure erschwert. Sobald die ge- 
samte Chlorsulfonsiure zugefiigt ist, entfernt man die Kiihlung und 


') C. Neuberg und W. Oertel, diese Zeitschr. 60, 491, 1914; A. Nemec 
und F. Duchon, ebendaselbst 119, 74, 1921: M. Tomita, ebendaselbst 
131, 161 und 170, 1922. 

2) K. Djenab und C. Neuberg, ebendaselbst S82, 391, 1917. 
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iiberlaBt das Reaktionsgemisch bei Zimmertemperatur unter stetigem 
Riihren sich selbst. Nach Stehen tiber Nacht werden Chloroform 
und iiberschiissiges Pyridin im Vakuum bei etwa 50° abdestilliert, 
wonach ein homogener hellgelber Sirup zuriickbleibt, der noch stark 
nach Pyridin riecht. 

Zur Isolierung von Salzen der Glucose-mono-schwefelsiure wurden 
mehrere neue Wege eingeschlagen. Zunichst wurde der Versuch gemacht, 
durch Anwendung verschiedener Lisungsmittel das Pyridinsalz in kri- 
stallisierter Form abzuscheiden, doch waren bislang alle Bemiihungen 
in dieser Richtung erfolglos. Auch die Abtrennung des unverinderten 
Traubenzuckers durch Auflésung des Reaktionsgutes in Methylalkohol 
fiihrte zu keinem brauchbaren Ergebnis, da ein betrichtlicher Teil 
des Zuckers in Lésung gehalten werden kann. Bei den einzelnen An- 
satzen blieben wechselnde Mengen, von Spuren bis 4g, Zucker bei 
dieser Operation zuriick. Aus der methylalkoholischen Lésung, die 
zweckmabig vorher noch eingeengt wird, kann man das Pyridinsalz 
mit Athylalkohol wieder ausfillen, doch erhalt man immer einen Sirup, 
der keine Neigung zur Kristallisation zeigt und noch groBe Mengen 
Pyridinsulfat einschlieBt. Auch Pyridinchlorhydrat ist darin enthalten, 
allerdings nur in untergeordneter Menge, so daB durch Wiederholung 
der Operationen das Produkt nahezu chlorfrei gemacht werden kann. 
Zur Isolierung des Bariumsalzes ist indessen noch immer eine Behandlung 
mit Silbersulfat notwendig, um die Chlorionen quantitativ zu entfernen. 
Dieses Verfahren bietet somit vor dem nachstehenden keinen wesent- 
lichen Vorzug, da auch die Ausbeuten nicht gréBer sind. Es wurde 
also schlieBlich folgender Weg gewahlt: Der nach Abtreiben von 
Chloroform und Pyridin verbliebene Destillationsriickstand wurde in 
Wasser gelést und mit einem Gemisch von Bariumcarbonat und Blei- 
oxyd iiber Nacht geschiittelt. Dadurch wird alles Sulfat und der gréBte 
Teil des Chlors fortgeschafft. Nachdem man die anorganischen Salze ab- 
filtriert hat, schiittelt man zur Entfernung von Pyridinresten viermal mit 
Ather gut aus und versetzt die wisserige Schicht so lange mit Silber- 
sulfat, bis in einer abfiltrierten Probe keine Chlorionen mehr nach- 
weisbar sind. Der aus Chlorsilber und (aus léslichen Ba-Salzen neu- 
gebildetem) Bariumsulfat bestehende Niederschlag wird abgesaugt und 
aus dem Filtrat der SilberiiberschuB und das als Salz der Glucose- 
schwefelsiure in der Liésung befindliche Blei mit Schwefelwasserstoff 
ausgefallt. Zur Bindung der dabei freiwerdenden Glucose-schwefelsaure 
fiigt man als Bodenkérper Bariumcarbonat hinzu. Die vom Gemisch der 
Sulfide und vom iiberschiissigen kohlensauren Barium getrennte Fliissig- 
keit wird zur Entfernung des darin gelésten Schwefelwasserstoffs mit 
Kohlensiiure behandelt und schlieBlich im Vakuum bei 40° auf 20 bis 
15ccm eingeengt. Dabei triibt sich die Lésung etwas infolge Aus- 
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scheidung von Bariumcarbonat, das durch ein Kieselgurfilter zuriick- 
gehalten wird. Die klare Lésung li6t man dann langsam und unter 
Riithren in | Liter absoluten Alkohols eintropfen, wobei sich das Barium- 
salz der Glucose-mono-schwefelsiiure in weiben Flocken abscheidet. Man 
laBt den Niederschlag absitzen, saugt rasch ab, wischt schnell mit 
Alkohol nach und bringt das Rohprodukt sofort in einen Vakuum- 
exsikkator, da es recht hygroskopisch ist und bei zu langer Beriihrung 
mit der Luft zerflieBt. Die Ausbeute betragt 7 g. Es stellt noch keine 
reine Substanz dar, da die bei verschiedenen Ansitzen erhaltenen 
Praiparate einen zu niedrigen Bariumgehalt aufwiesen. 

Die Gewinnung des reinen Bariumsalzes liBt sich tiber das Brucin- 
salz bewerkstelligen. 

Zur Darstellung des Brucinsalzes der Glucose-mono-schwefelsdure 
versetzt man eine Lésung von 20,3 g des rohen (und ungetrockneten) 
Bariumsalzes, das einen Bariumgehalt von 13,5 °, besaB, mit einer Lésung 
von Brucinsulfat, dessen Menge nach dem Bariumgehalt des Ausgangs- 
materials berechnet wurde. In diesem Falle waren dazu 15,7 g Brucin 
und 40 ccm n-Schwefelsiure erforderlich, die in 200 ccm Wasser und 
60 cem Aceton gelést wurden. Die Beigabe von Aceton bezweckt eine 
bessere Auflésung des Brucinsulfats. Die vom Bariumsulfat befreite 
Flissigkeit wurde nun im Vakuum so lange eingedampft, bis sich 
Kristalle abzuscheiden begannen. Diese wurden durch Erwirmen wieder 
in Lésung gebracht und die Fliissigkeit in ein Becherglas umgegossen. 
Zu der warmen Lésung fiigte man dann langsam unter Riihren und 
Reiben an den Glaswinden 80 cem Aceton hinzu. Dabei kristallisierte 
das Brucinsalz in kleinen Blittchen aus. Zur Vervollstindigung der 
Kristallisation bewahrt man noch einige Stunden im Eisschrank auf, 
saugt dann ab und wascht mit Alkohol. Die Ausbeute betrigt 14,7 g. 
Die Verbindung schmolz nach vorherigem Sintern bei 180° unter starkem 
Schiiumen und unter Braunfirbung. Nach nochmaliger Umkristalli- 
sation aus Wasser mit Aceton fing sie bei 170° an zu sintern und 
schmolz bei 183° unter Schiumen und Dunkelfarbung. Das Salz zeigte 
Mutarotation. Die spezifische Drehung dieses Produktes in wiisseriger 
Lésung betrug nach etwa 20 Minuten 


— 0,14. 100 
20 .. 9 520 
[Ol = 3766.2 a 


und hatte sich nach etwa 24 Stunden auf ihren Endwert 


— 0,31 . 100 
apo — —— as ~~ 5,60" 
by 2,766.2 
eingestellt. 
Durch weiteres Umkristallisieren wurden weder Schmelzpunkt 


noch Rotation verindert. 
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Kin zweites Priparat ergab bei der Bestimmung der Drehung 
[ass = Se _. — 0,760, 
2,654.2 
nach 10 Minuten und schlieBlich 
— 0,30 . 100 
lajis5 = - a. 5,659, 
Die Analyse zeigte, daB das Brucinsalz mit 4 Mol. Wasser kristallisiert, 
das es selbst durch Trocknen bei etwa 80° im Vakuum iiber Phosphor- 
pentoxyd nicht verliert. 
0,1490 g Substanz gaben 0,2853 g CO, und 0,0769 g H,O; 
0,3289 g Substanz gaben 0,1164 g¢ Ba SO,. 


Gefunden C = 52,23%, H = 5,73%, S = 4,86%. 

Die Zahlen stimmen gut auf die Verbindung Cy HyN, Oy. 
(,H,,0,50,H +- % H,O (= 663,5), fiir die berechnet wird: 

C = 52,45%, H = 587%, 8S = 482%. 

<rwirmt man die vorgetrocknete Substanz bei 100° bis zur Gewichts- 
konstanz, so verlieren 0,2228 g¢ noch 0,0034g an Gewicht, was einer 
Abnahme von 1,53 °% entspricht, wihrend fiir die Abgabe von 14, Mol. 
Wasser sich eine Gewichtsverminderung von 1,36°% berechnet. Das 
Brucinsalz ist in kaltem Wasser leicht léslich, in Methylalkohol be- 
triichtlich weniger. Es wird von Athylalkohol selbst in der Warme nur 
in kleinen Mengen aufgenommen, in Chloroform lést es sich glatt. 

Zur Umwandlung des Brucinsalzes in das Bariumsalz wurden 
18 g des ersteren in etwa 50 ccm Wasser gelést und mit einem geringen 
UberschuB einer kalt gesittigten Barytlésung, die aus sorgfaltig um- 
kristallisiertem Ba(OH), hergestellt worden war, versetzt. Der Uber- 
schuB der Base wird sofort mit Kohlensiure neutralisiert, der Nieder- 
schlag von Bariumcarbonat nebst Brucin abgesaugt und das Filtrat zur 

intfernung der in Lésung gebliebenen Alkaloidreste zweimal mit Chloro- 

form ausgeschiittelt. Die im Vakuum eingeengte wisserige Lésung des 
Bariumsalzes laBt man dann, wie eingangs beschrieben, in Alkohol 
eintropfen, wobei das Bariumsalz nunmehr in reiner Form ausfiallt. 
Die Ausbeute machte 8,5g aus. Bei einem zweiten Ansatz wurden 
aus 13g Brucinsalz 5,7 g Bariumsalz erhalten. 

In dem so gewonnenen Produkte waren nach mehrtagigem Trocknen 
bei Zimmertemperatur iiber Chlorcalcium noch betrachtliche Mengen 
Alkohol vorhanden, die mittels der Jodoformreaktion nachgewiesen 
wurden. Auf Grund der Barium- und Schwefelbestimmungen betrug 
der Alkoholgehalt dieses Produktes 2 Mol. Es wurden gefunden: 

1. aus 0,6410 g Substanz 0,1985 g BaSO, = 18,20% Ba, 
2. ,, 0,5466g ,, 0,1702¢ BaSO, = 18,33% Ba, 
3. ,, 0,3225 g $s 0,2050 g BaSO, = 8,73% 8, 
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withrend fiir das Salz (Cg Hj, 0,50). Ba + 2 C,HgO (= 747,4) ein 
Bariumgehalt von 18,38°% und ein 8-Gehalt von 8.57%, berechnet 
wird. Durch langes Aufbewahren bei Zimmertemperatur (etwa 4 Monate ) 
iiber Chlorcalcium verliert dieses Salz 1 Mol. Alkohol, wie sich aus 
den folgenden Analysen ergibt: 
0,1235 g Substanz gaben 0,1053 g CO, und 0,0480g HO; 
0,1080 g Substanz gaben 0,0354g¢ BaSQ,. 


Cc H Ba 
Goefunden 6 Joe ee he SEBO, = GSR. ‘19908; 
berechnet fiir Ba-Salz + 1C,H,O 23,98%, 3,99%, 19,55 %. 


(= 701). 

Erwirmt man die bei Zimmertemperatur zur ersten Gewichts- 
konstanz getrocknete Substanz im Vakuum auf 80°, so verliert sie 
ebenfalls nur 1 Mol. Alkohol, entsprechend einer Gewichtsabnahme 
von 6,17% (ber. 6,15%). 

Das restliche Molekiil Alkohol wird zihe festgehalten und ent- 
weicht bei héherer Temperatur nur unter gleichzeitiger Zersetzung des 
Salzes. Der Schwefelgehalt eines wie oben getrockneten Priiparats 
betrug 8,93°, (0,4140 g Substanz lieferten 0,2694 g BaSO,), wihrend 
der Theorie ein Wert von 9,15°% Schwefel entspricht. Ein zweites 
in der gleichen Weise getrocknetes Praparat ergab bei der Analyse 
folgende Werte: 

Aus 0,2654 g Substanz entstanden 0,0883 g BaSO, = 19,58°, Ba. 

Die spezifische Drehung des bei Zimmertemperatur getrockneten 
Saizes war in wiisseriger Lésung 

2,87 . 100 


a ite) eaeee 
la), ae es 


Fir ein anderes Priparat wurde gefunden 
+ 2,01 . 100 


ae + 32,329. 
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Rohrzucker-mono-schwefelsaure. 


Das Bariumsalz der Saccharose-schwefelsiure wurde in analoger 
Weise bereitet. 20 g fein gepulverter und gut getrockneter Rohrzucker 
wurden in 75 ccm Pyridin suspendiert und unter Kiihlen in einer Kilte- 
mischung tropfenweise mit einer Mischung von 3,5 ccm Chlorsulfon- 
siure plus 10 ccm Chloroform versetzt. Nachdem man das Reaktionsgut 
iiber Nacht bei Zimmertemperatur aufbewahrt hat, wurde die Pyridin- 
lésung von dem als ziher Sirup ausgefallenen Pyridinsalz der Rohr- 
zuckerschwefelsiure abgegossen und das Produkt durch Digerieren mit 
Methylalkohol von der nicht in die Reaktion eingetretenen Saccharose 
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(7 bis 8g) getrennt. Die Pyridinschicht enthielt nur geringe Mengen 
organisch gebundenen Schwefels und konnte daher vernachlassigt 
werden. Die methylalkoholische Lésung wurde mit Wasser verdiinnt und 
in der beschriebenen Weise mit Bleioxyd, Bariumcarbonat und Silber- 
sulfat behandelt. Aus der chlorid- und sulfatfreien wisserigen Lésung 
wurde das Bariumsalz der Rohrzucker-schwefelsiure durch Eintropfen in 
Alkohol gefallt. Die Ausbeute belief sich auf 7g. Dieses Rohprodukt 
zeigte einen Bariumgehalt von 11,72°. Durch nochmaliges Umfallen 
aus Wasser mittels Alkohol stieg der Bariumgehalt auf 12,95°%. Das 
so gewonnene Praparat enthielt noch 2 Mol. Alkohol, die es beim 
Trocknen bei 80° im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd abgab. Dem Salz 
(Cyp Hy, Ox, SO,), Ba 4+ 2 C,H,O entspricht ein Ba-Gehalt von 12,82 %,. 
0,2576 g Substanz verloren 0,0231g an Gewicht, gemiB einer 
Abnahme von 8,90°%%, wiahrend sich fiir das Entweichen von 2 Mol. 
Alkohol 8,59°% berechnen. 
0,2345 g Substanz ergaben 0,1116g BaSO,. 
(Cy Hy) O1, SO). Ba (= 979,4). Ber. S = 6,62%; gef. S = 6,53 %. 
Die spezifische Drehung dieses Salzes betrug 
+ 2,42. 100 
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Berichtigung 
zu der Arbeit von B. Stuber und M. Sano: Untersuchungen zur Lehre 
von der Blutgerinnung, Bd. 134, Heft 1 bis 4. 


Seite 241, Zeile 18 von oben muB es hei®en: 
Die Fibrinogenlésung statt die Thrombinlésung. 
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